Die Spezies-Barriere fiir die Ubertragung
von Prion-Krankheiten kann durch die _ _
Erzeugung transgener Spezies (hier einer .
Maus, die das Hamster-Prion-Protein cxpnmlert)
iiberwunden werden. Dies
belegt die Abnahme der Inkubationszeit bei der Infektion mit Spe-
zies-fremdem Prion: Gestrichelte Pfeile stehen fiir niedrige oder
keine Suszeptibilitit fiir Prion-Krankheiten, fette Pfeile fiir hohe.
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AUFSATZE

Chemie und Molekularbiologie der iibertragbaren spongiformen

Encephalopathien*®*

Frank Edenhofer, Stefan Weiss, Ernst-Ludwig Winnacker* und Michael Famulok*

Prion-Krankheiten, zu denen die
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit des Men-
schen, die Scrapie des Schafes (auch Tra-
berkrankheit) sowie die spongiforme
Encephalopathie des Rinds (der soge-
nannte Rinderwahnsinn) zdhlen, stehen
derzeit im Brennpunkt des 6ffentlichen
Interesses. Wegen des Aussehens der
Lasionen im Gehirn spricht man auch
von schwammartigen Encephalopathien.
Prion-Krankheiten werden wahrschein-
lich durch einen von Nucleinsduren

unabhingigen Erreger hervorgerufen.
Nach dem gegenwirtigen Stand der
Wissenschaft wird als Erreger eine
strukturelle Isoform des Prion-Proteins
angesehen, die Scrapie-Form PrP5. Die-
se unterscheidet sich von der normalen
zelluldren Isoform PrP°® nicht in der
Aminosduresequenz, vermutlich aber in
der Raumstruktur. Nach einer weithin
akzeptierten Hypothese wird die norma-
le Isoform des Proteins bei Kontakt mit
der Scrapie-Isoform in einer Art autoka-

talytischem Prozel} ebenfalls in die Scra-
pie-Form umgewandelt. Ein eindeutiger
Beweis fiir diese Hypothese steht aller-
dings noch aus. Bei der Bearbeitung der
vielen offenen Fragen zur Prion-Proble-
matik wurden jedoch in jiingster Zeit be-
merkenswerte Fortschritte erzielt, (iber
die hier berichtet wird.

Stichworte: Creutzfeldt-Jakob-Krank-
heit + Gentechnik - Prion-Protein - Pro-
tein-only-Hypothese - Proteinstrukturen

1. Einleitung

Die ,,Zinnpest* ist ein bemerkenswertes Phdnomen, das ge-
wisse Analogien zu noch bemerkenswerteren Krankheitsformen,
den ilibertragbaren schwammartigen Encephalopathien (engl.
transmissible spongiform encephalopathies, TSEs), aufweist.
TSEs werden durch proteinartige infektdse Partikel, sogenannte
Prionen, ilibertragen, die in amyloiden Ablagerungen in den Ge-
hirnen erkrankter Organismen enthalten sind. Man geht heute
davon aus, daf3 das infektidse Agens eine strukturelle Isoform
des vom Wirtsorganismus codierten zelluldren Prion-Proteins
ist. Bei einer Infektion gelangt das infektidse Agens ins Gehirn,
zwingt die zelluldre Isoform zu einer Strukturdnderung und
wandelt so mehr und mehr Molekiile dieser Art in ihre todliche
Variante um. Verbliiffend dhnlich verlduft die Zinnpest: Aus der
Schmelze erstarrt Zinn als ,,normales‘* metallisches f-Zinn, in
dem jedes Sn-Atom verzerrt oktaedrisch von sechs weiteren Sn-
Atomen umgeben ist. Bei Temperaturen unterhalb von ca. 13 °C
kann sich metallisches f-Zinn in eine nichtmetallische Isoform,
das kubische -Zinn — ein graues Pulver — umwandeln. Dieser
Ubergang erfolgt normalerweise mit unendlich geringer Ge-

[*] Prof. Dr. E.-L. Winnacker, Priv.-Doz. Dr. M. Famulok,
Dipl.-Chem. F. Edenhofer, Dr. Stefan Weiss
Institut fiir Biochemie der Universitat
Feodor-Lynen-Straf3e 25, D-81377 Miinchen
Telefax: Int. 4+ 89/74017448
[**] Die in diesem Aufsatz verwendeten Fachbegriffe werden im Anhang 1 erldu-
tert.
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schwindigkeit. Wird aber das §-Zinn durch mikroskopisch klei-
ne Staubteilchen des «-Zinns infiziert, so wirken diese als Kri-
stallisationskeime fiir die Umwandlung der metallischen in die
nichtmetallische pulvrige Isoform. Diese zerstorerische Um-
wandlung, die bei sehr kostbaren Zinngegenstinden besonders
drgerlich ist — man denke nur an die Wiener Kapuzinergruft —
breitet sich wie eine ansteckende Krankheit immer weiter aus,
weshalb der Name ,,Zinnpest‘* dieses Phdnomen recht anschau-
lich beschreibt.!!

Die Zinnpest erinnert in ihrem Mechanismus an die {ibertrag-
baren schwammartigen Encephalopathien, zu denen unter an-
derem die Scrapie des Schafes, die BSE des Rinds und die
menschlichen Formen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD), fa-
tale familidre Insomnie (FFI), Kuru und Gerstmann-Straussler-
Scheinker-Syndrom (GSS) zéhlen. Diese Krankheiten gehen al-
le mit amyloiden Ablagerungen in den Gehirnen erkrankter
Organismen einher, aus denen sich die Prionen isolieren las-
sen.'? 31 Diese infektidsen Proteinpartikel bestehen hauptsich-
lich —~ wenn nicht sogar vollstindig — aus PrP%¢ (fiir Prion-Pro-
tein-Scrapie). PrP® ist beziiglich der Aminosiuresequenz und
der Ladungsverteilung identisch mit der nichtinfektiésen Iso-
form dieses Proteins, dem zelluliren Prion-Protein PrP¢.!*! Ein
signifikanter Anteil der infektidsen Partikel besteht aus dem
durch aminoterminale Proteolyse der Vorliuferform PrP% ent-
standenen PrP27-30. Man vermutet, da das infektidse PrP%e
(bzw. PrP27-30) nach einem bisher unbekannten Mechanis-
mus das zelluldre Prion-Protein PrP° in seinesgleichen umwan-
delt, sich auf diese Weise vermehrt und schlieBlich den Krank-
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heitsprozeB ausldst. Der Unterschied zwischen PrP® und Prp%e
konnte in den Tertidrstrukturen der beiden Isoformen liegen.
Dabei wirkt PrP% méglicherweise als Keim fir die Umwand-
lung der ,,gesunden** zelluliren Form PrP° in die Scrapie-Iso-
form PrP%, die nach Art eines autokatalytischen Prozesses er-
folgt. Die Prionen sind somit bislang einzigartige Erreger einer
Infektionskrankheit, da ihre Vermehrung offenbar ohne die in
Nucleinsduren codierte Information auskommt und allein
durch die Aminosiduresequenz und damit die Tertidrstruktur
dieser Proteinklasse bestimmt wird.

Dieser Aufsatz faB3t den neuesten Stand der Prionenforschung
zusammen. Es werden aktuelle Hypothesen zur Vermehrung des
Erregers der {ibertragbaren spongiformen Encephalopathien
vorgestellt und kritisch diskutiert.

2. Pathologie von Prion-Krankheiten
2.1. Krankhafte Verinderungen

Die spongiforme Encephalopathie des Rinds (BSE) ist wegen
ihres epidemieartigen Auftretens in GroBbritannien eine der be-
kanntesten Formen der iibertragbaren spongiformen Encepha-
lopathien (TSEs). Tatsdchlich kann diese Art der neurodegene-
rativen Erkrankung bei fast allen Siugetieren auftreten!®
(Tabelle 1). Das auffilligste Merkmal sind die ungewdéhnlich

Tabelle 1. Ubertragbare spongiforme Encephalopathien

Name Spezies Ursache

Scrapie Schaf, Ziege, Maus Infektion

BSE(a] Rind Infektion

FSE[b] Katze Infektion

TME[c] Nerz Infektion

CWDI[d] Maultier, Hirsch, Elch Infektion

CIDle] Mensch sporadisch, genetisch, Infektion (iatrogen)
GSS[f] Mensch genetisch

FFl{g] Mensch genetisch

Kuru Mensch Infektion

[a] Bovine spongiforme Encephalopathie. [b] Feline spongiforme Encephalopa-
thie. {c] Ubertragbare Nerz-Encephalopathie. [d] Chronic wasting disease (Chroni-
scher Kriftezerfall). [e] Creutzfeldi-Jakob-Krankheit. [f] Gerstmann-Straussier-
Scheinker-Syndrom. [g] Fatale familidre Insomnie.

langen Inkubationszeiten: So liegen beispielsweise bei der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit des Menschen im Mittel 15 Jahre
zwischen der Ansteckung und dem Auftreten der ersten Symp-
tome. Deshalb wurden diese Erkrankungen in den sechziger
Jahren den ,,slow virus diseases** zugeordnet. Nach dem heuti-
gen Stand der Forschung ist es aber eher unwahrscheinlich, da
die spongiformen Encephalopathien auf Virus-Infektionen zu-
riickzufithren sind (siche Abschnitt 2.2.1). Da das Immunsy-
stem auf die Infektion nicht reagiert,!%! ist der infizierte Organis-
mus den pathologischen Verdnderungen schutzlos ausgesetzt.
Als neurodegenerative Erkrankungen offenbaren TSEs ihr zer-

( Michael Famulok, geboren
1960 in Fulda, studierte Che-
mie an der Universitdt Mar-
burg. Dort promovierte er
1989. Es folgten zwei Post-
doktorate in  Cambridge
( Massachusetts) und Boston,
bevor er 1992 an das Institut
fiir Biochemie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt

(LMU) Miinchen ging, wo
er sich 1996 habilitierte. Sei-
ne Forschungsgebiete umfas-
sen die Aptamer-Technolo-

M. Famulok

E.-L. Winnacker

S. Weiss F. Edenhofer

gie, die In-vitro-Selektion und In-vitro- Evolution von Ribozymen aus kombinatorischen Nucleinsdure-Bibliotheken, das Studium
von Nucleinsdure-Ligand-Wechselwirkungen und die Prion-Forschung.

Ernst-Ludwig Winnacker, geboren 1941 in Frankfurt, studierte Chemie an der ETH Ziirich und promovierte 1968. Seit 1980
ist er Professor fiir Biochemie an der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen. Zu seinen Arbeitsgebieten gehdren die
Biochemie von DN A-Reparatur- und Rekombinationsprozessen, die Vektorenentwicklung fiir Anwendungen der Gentherapie
sowie die Prion-Forschung.

Stefan Weiss studierte Biologie an der Ruprecht-Karls-Universitiit Heidelberg. Er promovierte im Arbeitskreis von Roger Goody
am Max- Planck-Institut fiir Medizinische Forschung in Heidelberg iiber die Rekonstitution des HIV-1-Initiationskomplexes zur
retroviralen cDN A-Synthese. Seit 1993 arbeitet er im Arbeitskreis von Ernst-Ludwig Winnacker aniibertragbaren spongiformen
Encephalopathien. Seit 1995 leitet er die Prion-Arbeitsgruppe am Genzentrum der LMU Miinchen.

Frank Edenhofer, geboren 1968 in Miinchen, studierte von 1989 bis 1994 Chemie an der LM U Miinchen. Seit 1995 arbeitet er
im Arbeitskreis von Ernst-Ludwig Winnacker an seiner Dissertation iiber die Identifizierung und Charakterisierung von Prion-
Cofaktoren und die heterologe Expression von PrP¢.

- )

1750 Angew. Chem. 1997, 109, 1748-1769



Spongiforme Encephalopathien

AUFSATZE

storerisches Potential im Gehirn der betroffenen Spezies. Neu-
ropathologen diagnostizieren TSEs, wenn sie folgende Triade
pathologischer Verdnderungen erkennen: 1) eine schwammar-
tige (spongiforme) Verdnderung des Cortex (Abb. 1), die das

Abb. 1. Diinnschnitte vom Cortex eines gesunden Gehirns (a) und eines Gehirns
eines an CJD verstorbenen Patienten (b). Die Durchlécherung des Cortex (Spongio-
sis = schwammartige Verdnderung) ist im zweiten Bild deutlich zu erkennen. Die
Abbildungen wurden freundlicherweise von H. A. Kretzschmar (Institut fiir Neuro-
pathologie, Gottingen) zur Verfiigung gestellt.

Gehirn durchléchert, 2) die krankhafte Vermehrung von Glia-
zellen (Gliose) und 3) das Absterben neuronaler Zellen!™ ver-
bunden mit der Ablagerung einer unléslichen Isoform des
Prion-Proteins, PrP%. Diese pathologische Morphologie im Ge-
hirn beispielsweise eines CJD-Patienten geht mit tiefgreifenden
Storungen verschiedener Korperfunktionen einher. Im Elek-
troencephalogramm (EEG) sind periodische Anomalitdten
meBbar. Nach dem Auftreten der ersten Symptome wie Ge-
dédchtnisverlust, Sehschwierigkeiten und motorische Stérungen
flihrt die Krankheit iiber progressive Demenz innerhalb weniger
Monate unweigerlich zum Tod. Es existieren keine therapeuti-
schen Ansétze — eine gesicherte Diagnose am lebenden Organis-
mus ist schwierig.

2.2, Das Pathogen

2.2.1. Virino-Hypothese

TSEs weisen viele Merkmale von viralen Infektionskrankhei-
ten auf. So sind allein fiir die im Tierversuch meist verwendete

Angew. Chem. 1997, 109, 17481769

Mauslinie C 57 Bl/6 mindestens acht TSE-Stdmme bekannt, die
sich in spezifischen Eigenschaften wie Inkubationszeiten, Art
und Verteilung der Schédigungen sowie mehreren anderen bio-
chemischen Charakteristika unterscheiden.!® ®! Infiziert man
genetisch identische (isogene) Méause mit den Isolaten verschie-
dener Scrapie-Stimme, so werden unterschiedliche Inkuba-
tionszeiten beobachtet. Diese Stdimme werden durch Infektion
von Versuchstier zu Versuchstier weitergegeben (,,passagiert),
ohne ihre charakteristischen Krankheitsparameter zu verdn-
dern.*?! Die Stammspezifitit innerhalb einer Spezies spriche
eigentlich fiir vererbbare Informationen und somit fiir die Betei-
ligung genetischer Komponenten am VermehrungsprozeB. Bis-
lang sind allerdings sdmtliche Versuche miBlungen, ein fiir TSE-
Infektionen verantwortliches Virus zu identifizieren. Ein Virus
besteht iiblicherweise aus einem Protein- und einem Nucleinsdu-
reanteil. Der Proteinanteil schiitzt das virale Genom vor dufe-
ren chemischen oder mechanischen Einfliissen und erméglicht
in einigen Féllen auch das Eindringen des Viruspartikels in die
Wirtzelle. Das genetische Material (und damit das infektidse
Potential) eines Virus wird hingegen von der Nucleinsdure re-
présentiert. Sie codiert den Bauplan derjenigen Proteine, die fiir
die Virusreplikation in der Wirtzelle nétig sind. Die Hypothese,
daB Viren TSEs tibertragen kdnnen, wird heute nur noch von
wenigen Wissenschaftlern vertreten (Abb. 2 A). Seit vielen Jah-
ren versuchen die Protagonisten der Virino-Hypothese (zu ih-
nen zihlen z. B. Laura Manuelidis und Heino Diringert%) ver-
geblich, ein solches Virus zu finden. Diringer glaubt, einen mor-
phologischen Hinweis auf die Existenz eines solchen Virus
gefunden zu haben, da in seinem Labor elektronenmikrosko-

A

Virino
TSE-spezifische
Nucleinséure

Prpres

Abb. 2. Modelle zur Prion-Replikation. A) Das Virino-Modell geht davon aus,
daB sich der Scrapie-Erreger aus einer TSE-spezifischen Nucleinsdure und der Pro-
teinase-resistenten Form des Prion-Proteins, PrP™, zusammensetzt. Das eigentliche
infekti¢se Agens, die (bisher) nicht identifizierte Nucleinsdure (rote Schlangenlinie),
wird durch die Umbhiillung mit dem schwerldslichen, besonders widerstandsfahigen
PrP™* (blau) geschiitzt. Das Virino-Partikel dringt in die Zelle ein (mdglicherweise
liber eine Rezeptor-vermittelte Endocytose; der putative Rezeptor ist violett darge-
stellt) und setzt die Nucleinsdure frei. Diese repliziert sich mit Hilfe des zelluldren
Replikationsapparates, und die Tochtermolekiile kénnen mit zellulirem PrP zu
neuen Virionen assoziieren. Dabei wird in der Wirtzelle codiertes und synthetisiertes
PrP¢ (griine Kugeln) in PrP™ umgewandelt. B) Das ,,Protein-only*“-Modell geht
davon aus, daB} sich der TSE-Erreger ohne Beteiligung von Nucleinsduren vermehrt.
Das infektiose Partikel, das ,,Prion®, ist identisch mit PrP™*. Nach diesem Modell
dringt exogenes PrP™* in die Zelle ein (auch hier ist die Beteiligung eines spezifischen
Rezeptors anzunehmen) und wandelt zelluldres PrP° durch direkte Interaktion mit
PrP™ um. Das neuentstandene PrP™ ist seinerseits ,,infektids** und kann in einem
autokatalytischen Cyclus noch vorhandenes PrP° in PrP™* umwandeln.
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pisch kleine symmetrische Strukturen in Scrapie-infizierten
Hamster-Hirnen beobachtet wurden.['?! Spiter konnten dhnli-
che Strukturen auch in den Hirnen verstorbener CID-Patienten
identifiziert werden.['3! Diese in Kontrollgeweben von gesunden
Organismen nicht nachweisbaren Partikel haben einen Durch-
messer von 10—12 nm. Wiirde es sich bei diesen Strukturen tat-
sachlich um Viren handeln, so wiren sie deutlich kleiner als das
mit 17 nm Durchmesser bisher kleinste bekannte autonome Vi-
rus, das ,.Porcine-circo®-Virus.!*#!

Die kleinsten bekannten Pathogene liberhaupt sind Viroide,
kleine ringformige RNA-Molekiile aus ca. 300 Nucleotiden,
die Pflanzen befallen kénnen.*>~ %) Eine systematische Suche
nach derartigen Nucleinsduren in infektiésen Scrapie-Proben
wurde unter anderem von der Gruppe um Detlev Riesner in
Diisseldorf durchgefiihrt.1?%: 21 Dabei lieBen sich in infektidsen
Priparationen zwar Nucleinsduren identifizieren, ihre maxima-
le GréBe betrug aber nur 80 Nucleotide.2!! Damit wire das
Genom eines hypothetischen Virus oder Viroids um ein Vielfa-
ches kleiner als das bekannter Viren. Riesner et al. interpretieren
diese Befunde dahingehend, daB die Existenz eines Scrapie-

spezifischen Virus als sehr unwahrscheinlich einzuschitzen
ist.[2-22.23]

2.2.2. ,,Protein-only“~-Hypothese

Der Umstand, dal3 bisher kein TSE-Virus identifiziert werden
konnte, ist allerdings kein Beweis dafiir, daB ein solches Virus
nicht existiert. Wie schwierig es sein kann, Erreger viraler
Krankheiten zu identifizieren, zeigt z. B. die Tatsache, da3 die
Identifizierung des Hepatitis-C-Erregers als Virus trotz intensi-
ver Forschungsbemiihungen zehn Jahre gedauert hat.?*) Es
gibt aber noch weitere deutliche Hinweise darauf, daB Nuclein-
sduren an einer Vermehrung des TSE-Erregers nicht beteiligt
sein konnen. Schon in den sechziger Jahren stellten Tikvah
Alper et al. fest, daf3 Scrapie-Proben gegeniiber Nucleasen und
UV-Strahlung resistent sind.[**! Unter diesen Bedingungen
werden Nucleinsduren normalerweise inaktiviert. War dieser
Befund bereits ungewdhnlich, so erstaunte noch mehr die Tat-
sache, daB unter Bedingungen, die im allgemeinen Proteine
denaturieren (z. B. 8 M Harnstoff, Phenol), die Infektiositét ver-
lorenging. Dieses ungewohnliche Verhalten des Scrapie-Er-
regers fithrte schon damals zu ersten vorsichtigen Spekulatio-
nen liber eine mogliche Existenz infektidser Proteine, wie der
Titel einer Publikation von Alper etal!?®! erkennen 14Bt:
,,Does the scrapie agent replicate without nucleic acid?
Dieser unorthodoxe Ansatz hatte sich aber zundchst gegen die
Front des hergebrachten Wissens iiber Infektionskrankheiten
nicht durchsetzen kénnen. Wie sollte sich denn ein infek-
tiser Erreger im Wirt ohne Nucleinsidure replizieren? Kann
sich ein Protein alleine vervielfaltigen? Das klassische Dogma
der Molekularbiologie — der FluB der genetischen Informa-
tion von der Nucleinsdure zum Protein — scheint hier verletzt
Zu sein.

S. Griffith formulierte bereits 1967 den méglichen Mechanis-
mus eines sich selbst replizierenden Proteins, das Scrapie ver-
ursacht.?”! Diesem Denkansatz verhalf Stanley Prusiner mit
einer Reihe von Experimenten zum Durchbruch, die den Zu-
sammenhang zwischen einem Protein und der Infektiositit
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deutlich machten. So wurde in seinem Labor erstmals gezeigt,
daB die Infektiositdt der Priparationen zunahm, wenn man ein
spezifisches Protein in ihnen anreicherte. Die Konzentration des
Proteins war dabei proportional zum Titer der Infektiositdt im
Tierversuch.2® 291 Die logische Konsequenz aus der Interpreta-
tion dieser Ergebnisse war die Formulierung der ,,Protein-
only*“-Hypothese (Abb. 2 B), bei der fiir den neuartigen Erreger
der Begriff ,,Prion eingefithrt wurde, die plakative Kurzform
fiir ein proteinartiges infektidses Partikel (engl. proteinaceous
infectious particle).[3%! Die Reinigung und eingehende bioche-
mische Untersuchung dieses bemerkenswerten Proteins aus den
Gebhirnen infizierter Tiere gelang Prusiners Gruppe in mehrjéh-
riger Laborarbeit. Die weitergehende Charakterisierung des Er-
regers brachte das liberraschende Ergebnis, daB zu dem patho-
genen Protein ein zellulires Homolog existiert. Prusiners
Gruppe gelang es zusammen mit der Gruppe um Charles Weiss-
mann in Zirich, das dafiir codierende wirteigene Gen (Prn-p) zu
klonieren und zu sequenzieren.!3':32) Das als zelluldres Prion-
Protein (kurz PrP°) bezeichnete Protein wird in jedem gesunden
Sdugetier — vor allem in Gehirn — exprimiert, ohne dal der
Organismus Schaden dabei nimmt. Heute wissen wir, da} das
Prion-Protein ein biochemisches Doppelleben fiihrt. Es existiert
einerseits in einer gesunden zelluliren Form (PrP¢ — ,c** fiir
zelluldr), deren biologische Bedeutung fiir den Organismus
noch unklar ist (siche Abschnitt 5.3.2), andererseits in einer
pathogenen, méglicherweise infektidsen Form (PrP%, selten
auch PrP™ — Sc* fiir Scrapie, ,,res* fiir Proteinase-K-resi-
stent), die fiir den betroffenen Organismus unausweichlich den
Tod bedeutet. Ein besonders iiberzeugendes Argument fiir die
Protein-only-Hypothese lieferte die Gruppe um Weissmann mit
der Herstellung transgener Mduse, bei denen das Prn-p-Gen
zerstort wurde, so daB sie kein PrP mehr exprimieren (vgl. Ab-
schnitt 5.3). Diese PrP-knock-out-Méause sind resistent gegen-
iiber Scrapie-Infektionen.®3 Die Protein-only-Hypothese
widerspricht ohne Zweifel der lber lange Jahre akzeptierten
Hypothese, dafl die Aminosduresequenz eines Proteins die einzi-
ge Determinante fiir seine biologisch relevante dreidimensionale
Struktur ist.34]

So iiberzeugend die Argumente fiir die Protein-only-Hypo-
these auch sein mogen, der letzte experimentelle Beweis fiir die
Infektiositit des Prion-Proteins steht noch aus. Die Protagoni-
sten der Protein-only-Hypothese sehen darin lediglich ein pra-
paratives Problem, denn gereinigte Proben enthalten unter 10°
PrPr*s-Molekiilen nur eine infektidse Einheit,[??! so daB sich die
Analyse der infektidsen Anteile entsprechend schwierig gestal-
tet. Kritiker der Protein-only-Hypothese behaupten, die Bil-
dung von Proteinase-K-resistentem PrP™ sei lediglich eine Be-
gleiterscheinung von TSEs, ein pathologisches Produkt der
Infektion mit einem bisher nicht identifizierten Virus. Auch
diese Argumentation kann durchaus experimentell gestiitzt wer-
den. So berichteten kiirzlich Lasmézas et al., dal3 mit BSE-Pro-
ben infizierte Miuse zwar TSE-dhnliche Symptome ausbilden,
daB aber in 55% der Fille kein Proteinase-K-resistentes
PrP™* in den Gehirnen der Versuchstiere nachgewiesen werden
konnte.'*®! Diese und dhnliche Befunde zeigen, daB das Prion-
Protein zweifellos eine zentrale Rolle bei der Pathogenese von
TSEs spielt — ob es als alleiniges infektidses Agens dieser Krank-
heiten gelten kann, ist aber bis zum heutigen Tag keinesfalls
bewiesen.

Angew. Chem. 1997, 109, 1748-1769
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3. PrP¢ und PrP5c: Unterschiede und
Gemeinsamkeiten

Fiir das Auftreten der spongiformen Encephalopathien
scheint das Prion-Protein von entscheidender Bedeutung zu
sein. In Sdugern (und auch in einigen Vogelarten) wird das Pro-
tein vor allem im Gehirn exprimiert. Wie bei vielen hochkonser-
vierten Proteinen wird auch im Fall des Prion-Proteins davon
ausgegangen, daB es eine wichtige biologische Rolle spielt. Einer
Reihe neuerer Hinweise zufolge konnte es fiir die normale Funk-
tion der Synapsen!*®) oder fiir die Langzeitstabilitdt der Purkin-
je-Neuronen!*"! (groBe dendritische Ganglienzellen der mittle-
ren Schicht der Kleinhirnrinde) und/oder auch fiir die Regula-
tion der circadianen Rhythmik und des Schlafverhaltens (3!
wichtig sein (siche hierzu ausfiihrlicher Abschnitt 5.3.2).

Die folgenden Ausfithrungen zum Aufbau und zur Struktur
des Prion-Proteins beziehen sich, wenn nicht anders erwéhnt,
auf den Syrischen Goldhamster. Diese Spezies eignet sich beson-
ders gut zur experimentellen Untersuchung der TSEs, da die
Inkubationszeit mit siebzig Tagen relativ kurz ist und auBerdem
streng mit der Infektiositdt der Proben korreliert. Nach bisheri-
gem Wissen 148t sich der Aufbau des Hamster-PrP mit geringen
Modifikationen auch auf andere Sdugetierarten iibertragen.

3.1. Posttranslationale Modifikationen und Infektiositiit

Die PrP-codierende Sequenz liegt vollstdndig innerhalb eines
Exons des singuliren Prn-p-Gens,'*?! so daB durch differentiel-
les Spleilen bedingte PrP-Isoformen ausgeschlossen werden
konnen. Durch Translation der PrP-mRNA entsteht zunédchst
ein PrP-Vorldufer aus 254 Aminosiduren (Abb. 3). Posttransla-
tionale Modifikation fiihrt dann zur Abspaltung eines amino-
terminalen Signalpeptids (Aminosduren 1-22)31-321 ynd einer
Signalsequenz aus 23 Aminosduren am Carboxyterminus (Ami-
nosiuren 232—254) 1221 Das Protein wird iiber den Serinrest 231
an einen Glycosylphosphatidylinosit{GPI)-Anker gebunden
und dadurch in der Zellmembran verankert. Durch Phosphati-
dylinosit-Phospholipase C 148t sich PrP° von der Zellmembran
freisetzen.1*®! Eine fiir PrP charakteristische Region bilden die
Reste 50—90. Hierbei handelt es sich um fiinf hintereinander-
liegende glycin- und prolinreiche Octapeptidsequenzen (,,G-P-
repeats®). Polymorphismen in den G-P-repeats sind mit vererb-
baren Formen von TSE (Abschnitt 3.3) in Zusammenhang ge-
bracht worden (genetischer Polymorphismus: innerhalb einer
Population vorkommende Unterschiede im Genotyp mit einer
nicht allein auf die Mutationsraten zuriickzufiihrenden Haufig-
keit). PrP wird an den Asparaginresten N 181 und N 197 glyco-
syliert*° 42 und zwischen C179 und C 214 wird eine Disulfid-
briicke gebildet.[* 2°:43] Das resultierende reife PrP von 209
Aminosduren Léange liegt in gesunden Tieren in der nichtinfek-
tidsen PrP°-Form vor. In infizierten Hamstern findet man dar-
iiber hinaus die PrP%¢-Isoform, die iiber einen noch unbekann-
ten Mechanismus gebildet wird.

Obwohl die Aminosduresequenzen der beiden Isoformen
PrP°® und PrP%° gleich sind, unterscheiden sich die Proteine in
vielerlei Hinsicht signifikant: Als normales zelluldres Protein ist
PrP® im Gegensatz zu Priparationen, die PrPS enthalten, nicht
infektids. Die Infektiositit von PrPS¢-haltigen Proben bleibt
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Abb. 3. Reifung von PrP° des Syrischen Goldhamsters und Umwandlung in die
Proteinase-K-resistenten Formen PrP und PrP27-30. PrP* und PrP¢ unterschei-
den sich nicht in der Primérstruktur, wohl aber in ihrem Verhalten gegeniiber Pro-
teinase K: Wihrend PrP° vollstindig abgebaut wird, bleibt von PrP®¢ ein Proteina-
se-resistenter Kern zurlick, PrP27-30, dessen Zusammensetzung inhomogen ist.
AS = Aminosdure.

auch unter Bedingungen erhalten, die normalerweise zur Inakti-
vierung von Nucleinsduren und zum Teil auch von Proteinen
fGhren, etwa beim Einwirken von Formaldehyd, UV- oder
Roéntgen-Strahlung oder beim Behandeln mit Nuclease oder
Proteinase.[31-4443] Beim Erhitzen miissen wenigstens 130°C
erreicht werden, um die Infektiositit wirkungsvoll zu inhibie-
ren. Auch durch Einwirken von NaOH- oder KOH-Losung
(2N) iiber mehrere Stunden wird die Infektiositdt gestoppt.
Die Inkubation mit Proteinase K fiihrt zu vollstindigem Abbau
von PrP°, dagegen ist PrP5%° diesem Enzym gegeniiber partiell
resistent.!3% #3481 Dje Proteinase-resistente Fraktion setzt sich
aus aminoterminal verkiirzten Fragmenten zusammen, begin-
nend zwischen den Aminosduren 73 und 90. Diese auch in
hochinfektidsen Priparationen auftretende Form zeigt in dena-
turierenden Polyacrylamidgelen eine Mobilitdt, die einer Grof3e
von 27-30 kDa entspricht; sie wird daher als PrP27-30 be-
zeichnet (Abb. 3). Einmal in der Zelle vorhandenes PrP5¢ wird
im Gegensatz zu PrP°® nicht mehr abgebaut; es akkumuliert
in sekundéren Lysosomen, auf der Zelloberfliche oder extra-
zelluldr 19!

Ein weiterer signifikanter physikalischer Unterschied zwi-
schen den beiden Isoformen ist ihre Ldslichkeit in vitro: PrPe ist
in nichtionischen Detergentien l8slich, PrPS® dagegen nicht.
Ausfiihrliche Untersuchungen zur Loslichkeit gehen vor allem
auf die Gruppe um Riesner zuriick. Die Untersuchung mehrerer
ionischer und nichtionischer Detergentien auf ihre Fahigkeit zur
Solubilisierung von PrP27-30 ergab, daf} bei der Ultraschallbe-
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handlung gereinigter infektiéser Prion-Stibchen in Gegenwart
von 0.2- bis 0.3proz. Na-Dodecylsulfat (SDS) eine 16sliche
Fraktion entsteht, die nach einstiindigem Ultrazentrifugieren
bei 100000 g nicht sedimentiert.t5%! Diese 16sliche Fraktion ent-
hielt — verglichen mit den aus PrP27-30 bestehenden infek-
tidsen Amyloidpolymeren — einen hohen Anteil a-helicaler Be-
reiche und einen geringen Anteil f-Faltblattstrukturen sowie
sphérische Partikel mit einem Durchmesser von ca. 10 nm und
einem Sedimentationskoeffizienten von 6S. Diese Partikel be-
standen aus vier bis sechs PrP 27-30-Molekiilen und waren nur
schwach oder gar nicht infektids. Infektidse Priparationen des
loslichen Prion-Proteins konnten auch in dieser Studie nicht er-
halten werden. Behandelte man die Partikel mit 25- bis 30proz.
Acetonitril, konnte der a-helicale Anteil in g-Faltblattstruk-
turen Uberfiihrt werden, wie anhand von Circulardichrois-
mus(CD)-Messungen festgestellt wurde. Unter diesen Bedin-
gungen aggregiert PrP27-30 zu unldslichen irreguldren Poly-
meren und zeigt partielle Resistenz gegeniiber einer Proteinase-
K-Behandlung. Die Unloslichkeit und die Aggregation der mit
Acetonitril behandelten sphirischen Partikel wurden auf die
Umwandlung in g-Faltblattstrukturen zuriickgefiihrt. Morpho-
logisch unterschieden sich diese PrP 27 - 30-Aggregate allerdings
deutlich von den urspriinglich verwendeten Prion-Stdbchen aus
den Gehirnen Scrapie-infizierter Hamster, sie besaBBen auch kei-
ne Infektiositit. Proteinase-Resistenz muf3 demnach nicht unbe-
dingt mit Infektiositit korrelieren.15

3.2. Sekundir- und Tertidrstruktur

Die unterschiedlichen Loslichkeiten von PrP¢ und PrP5 sug-
gerieren Unterschiede in der Sekundér- oder Tertidrstruktur der
beiden Isoformen.B®!! Tatsdchlich ergaben CD-Messungen,*2]
Fourier-Transform-IR-Spektroskopie (FTIR)!3! und Massen-
spektrometrie (MS)4) Hinweise auf deutliche Unterschiede in
der Sekundirstruktur von PrP°® und PrP%¢. Danach hat PrP°
einen Anteil von 42% o-helicaler Bereiche und lediglich 3%
B-Faltblattstruktur. Dagegen liegt bei PrP%® der Anteil an «-He-
lices bei 30%, der an Bereichen mit f-Faltblattstruktur bei
45%.151-521 Diesen Untersuchungen zufolge wird withrend der
Konvertierung etwa die Hélfte der a-helicalen Bereiche von PrP¢
in die B-Faltblattbereiche von PrP% umgewandelt.l3?: >3 Wie
sich PrP¢ entfaltet und dann in PrP% umfaltet, ist allerdings
unbekannt. Moglicherweise weist die Verdnderung der Protein-
struktur, die mit diesem ProzeB verbunden ist, eine hohe Akti-
vierungsenergie auf (5!

Computermodelle der dreidimensionalen Struktur des zellu-
laren Prion-Proteins PrP® wurden mit géngigen Methoden der
Strukturvorhersage wie der Chou-Fasman-Methode und dem
Garnier-Osguthorpe-Robson-Algorithmus  erstellt.!5®)  Dabei
wurden die oben erwdhnten spektroskopischen Daten sowie
vergleichende Analysen der Gene unterschiedlicher Spezies be-
riicksichtigt, um auch fiir die Scrapie-Isoform ein Strukturmo-
dell zu erhalten.[*® 57 PrP¢ enthilt nach diesem Modell ein aus
vier (als H1 bis H4 bezeichneten) a-Helices bestehendes Helix-
biindel (Abb. 4B, SA): H1 wird aus AS 109-122 gebildet, H2
aus AS 129-141, H3 aus AS 178-191 und H4 aus AS 202
218. Die Algorithmen liefern keine schliissige Vorhersage fiir die
Region aus AS 23-108, in der die Prion-Proteine die fiinf cha-
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Abb. 4. Sekundirstrukturen von PrP® und PrP%. A) Computermodell fiir PrPSe
(basierend auf genetischen Daten); B) Computermodell fiir PrP¢ (mit Chou-
Fasman-Methode und Garnier-Osguthorpe-Robson-Algorithmus  berechnet);
C) schematische Darstellung der durch NMR-Spektroskopie entschlisselten Se-
kundérstruktur. Die beiden C-terminalen a-Helices konnten in ihrer Lage fast exakt
bestitigt werden, wihrend die durch NMR-Spektroskopie ermittelte Sekundir-
struktur im Bereich AS121-178 deutlich vom Computermodell abweicht (B, C).
Das Modell fiir PrP% besteht aus einer vierstringigen f-Faltblattstruktur im Be-
reich AS108-144 und zwei C-terminalen Helices, die in ihrer Lage mit denen von
PrP¢ iibereinstimmen (A, B). Fiir PrP% liegen aufgrund der Schwerléslichkeit des
Proteins noch keine NMR-Daten vor. Die Abbildung basiert auf Daten aus
Lit.[56,57,61].

A

Modell fir PrP€

00~ 0o~

N I*-ia_+
Modell 1

Modell 2

Modell 3 Modell 4

00C
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Abb. 5. A) Computer-berechnetes Strukturmodell fiir PrP¢, modifiziert nach
Lit. [57]. Jeweils zwei Helices sind gegeneinander zu einem Viererbiindel verdreht.
B) Strukturmodelle fiir PrPS°. Modell 2 korrelierte am besten mit den genetischen
Daten unterschiedlicher Spezies.
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rakteristischen tandemorientierten Octapeptidsequenzen ent-
halten. Fiir PrP% werden 6 Strukturmodelle aus einer Liste von
anfangs 10% vorgeschlagen (Abb. 5B). Alle 6 enthalten eine vier-
strangige S-Faltblattstruktur, die auf einer Seite von zwei a-He-
lices abgedeckt wird.*" Unter diesen Modellen korreliert das
Modell 2 am besten mit den genetischen Daten (vgl. Abb. 4A).
Die mit S 1 bis S4 bezeichneten f-Faltblattregionen werden da-
nach begrenzt durch die Aminosduren 108—113/116-122 fiir
St1a/S1b, 128-135/138—-144 fiir S2a/S2b, 178-184/187-191
fir S3a/S3b, und 202-210/213-218 fiir S4a/S4b. Die beiden
Helices H3 und H 4 entsprechen in ihrer Lage den Helices H3
und H4 in PrP°. Nach diesem Strukturmodell sollen die Helices
H1 und H2 wihrend der Umwandlung von PrP® in PrP% zu
jeweils zwei antiparallelen S-Faltblattstrukturen werden.[>"]

In fritheren Experimenten waren bereits synthetische Peptide,
die Teilen des Prion-Proteins entsprachen, auf die oben genann-
ten Strukturelemente untersucht worden. Von vier syntheti-
schen Peptiden, die den Regionen H 1-H 4 entsprechen, waren
drei verhiltnismidBig wenig wasserldslich. Spektroskopische
(FTIR, CD) und elektronenmikroskopische Untersuchungen
zeigten, daB sie §-Faltblattstrukturen bildeten und in Fibrillen
polymerisieren konnten.*®3°! Dagegen ergaben CD- und
NMR-spektroskopische Untersuchungen in organischen Lo-
sungsmitteln wie Hexafluorisopropylalkohol (HFIP) oder De-
tergentien wie Natriumdodecylsulfat (SDS), daB sowohl H1
und H2 als auch langere Peptide, die die entsprechenden Helix-
regionen enthalten, «-Helices bilden k6nnen.[°®! Es scheint dem-
nach durchaus plausibel, da3 synthetische Peptide einige Aspek-
te der flir das Prion-Protein vorgeschlagenen Konformations-
unterschiede modellieren kénnten.

Vor kurzem wurde die dreidimensionale Struktur einer Do-
mine von rekombinant hergestelltem Maus-PrP°® durch NMR-
Spektroskopie aufgeklirt.!®') Um die erforderlichen hohen
Mengen an Protein zu erhalten, wurde das Proteinfragment der
Aminosduren 121-231 der Maus im Periplasma von E. coli
iiberexprimiert.[®2) Urspriinglich hatte man versucht, murines
PrP 108—231 zu exprimieren; die Expression fiihrte aber zu pro-
teolytischer Spaltung an den Aminosduren 112, 118 und 120, so
daB das Protein erst ab der Position 121 stabil erhalten werden
konnte. Aus vorausgegangenen Untersuchungen war bekannt,
daB das Segment 81231 von Maus-PrP fiir die Prion-Vermeh-
rung in dieser Spezies ausreicht, was darauf hindeutet, daB die
C-terminale Region des Proteins funktionell wesentlich bedeu-
tender sein muB als die N-terminale.!3! Obwohl der fiir die
NMR-Strukturuntersuchung verwendeten Doméne PrP121-
231 somit ein ausgedehnter Bereich des N-Terminus (Fragment
81-120) fehlt, von dem man bislang noch nicht weiB, ob er fiir
die Pathologie der Krankheit essentiell ist, enthélt sie doch den
groften Teil bestimmter Punktmutationen, die im Fall der
menschlichen Prion-Krankheiten mit dem Auftreten familidrer
Fille in Zusammenhang gebracht werden (Abschnitt 4.3.2).164

Die NMR-spektroskopisch bestimmte Sekundarstruktur von
PrP 121230 ist durch drei a-Helices und ein zweistringiges an-
tiparalleles f-Faltblatt charakterisiert (Abb. 4C). Die Helices
erstrecken sich iber die Aminosdurereste 144154, 179-193
und 200-217. H3 und H 4 des friiher vorgeschlagenen Struktur-
modells!>® 37! stimmen somit in ihrer Lage mit den beiden C-
terminalen a-Helices der NMR-spektroskopisch bestimmten
Struktur fast exakt iiberein (Abb. 4). Fiir H2 waren im Struk-
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turmodell die Positionen 129-141, fir H1 die Positionen 109-
122 vorgeschlagen worden, die beide im ,,NMR-Fragment*
fehlen. Dafiir tritt in diesem Bereich der NMR-spektroskopisch
bestimmten Struktur eine extrem kurze antiparallele S-Falt-
blattstruktur an den Positionen 128131 und 161-164 auf, die
das PrP°-Strukturmodell nicht vorhergesagt hatte. Diese Falt-
blattdomine in PrP°¢ konnte bei der Umfaltung in PrP% als
Keim dienen. Bei der Sekundérstruktur ergeben sich Abwei-
chungen vom Computermodell interessanterweise gerade im
N-terminalen Bereich, in dem das fiir die NMR-Spektroskopie
verwendete Fragment stark verkilirzt war (sieche Abb.4). Es
bleibt abzuwarten, ob das Fehlen der Aminosduren 23-120
deutliche Strukturverdnderungen im N-Terminus zur Folge hat,
oder ob nicht méglicherweise essentielle Elemente des Prion-
Proteins in eben diesem Bereich liegen. In der durch NMR-
Spektroskopie bestimmten Tertidrstruktur von PrP° dominiert
eine gegeneinander verdrehte V-formige Anordnung der beiden
C-stdndigen Helices, in die die erste a-Helix und das -Faltblatt
eingelagert sind (Abb. 6).

Abb. 6. Durch NMR-Spektroskopie entschliisselte Struktur des Maus-PrP*-Frag-
mentes AS121-231, dargestellt als Bindermodell[61]. Das Fragment wurde re-
kombinant in Escherichia coli hergestellt. Die Struktur enthilt drei a-Helices (gelb)
und ein doppelstringiges antiparalleles g-Faltblatt (cyan). Die beiden C-stidndigen
Helices sind V-férmig gegeneinander verdreht und durch die Disulfidbriicke (weiB)
zwischen C 179 (erste Windung der zweiten Helix) und C 214 (letzte Windung der
dritten Helix) verbunden. Gegeniiber ist die von den beiden f-Faltblittern (blau)
flankierte N-stindige Helix angeordnet. Die kurzen antiparallelen f-Faltblitter
kénnten als Keim fiir die Bildung ausgedehnter Faltblattbereiche in PrP dienen.

Interessant wire ein Vergleich der dreidimensionalen Struk-
tur von PrP° mit der von infektidsem PrP%¢ oder von PrP27-30.
Wegen der Unléslichkeit der infektiésen Prion-Isoformen ist die
Ermittlung einer hochaufgelosten dreidimensionalen Struktur
mittels NMR-Spektroskopie in Losung oder Kristallstruktur-
analyse schwierig. Moglicherweise ist die Festkérper-NMR-
Spektroskopie eine Technik, mit der die strukturelle Charakteri-
sierung der unldslichen Scrapie-Isoform des Prion-Proteins
gelingen konnte. Dazu miiBiten allerdings wigbare Mengen an
13C. oder !*N-markiertem PrP5° hergestellt werden, was bislang
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technisch nicht méglich ist.[®*) Erste Experimente in dieser
Richtung wurden mit dem !3C-angereicherten PrP-H 1-Frag-
ment von Hamster-PrP, bestehend aus den Aminosduren 109—
122 (Sequenz: MKHMAGAAAAGAVYV), durchgefiihrt.[®®!
Diese Studie lieferte einen weiteren Hinweis darauf, daf sich H1
tatsdchlich von der a-Helix- in die §-Faltblattstruktur umwan-
deln kann: Wurde das Peptid in einer Losung in 50 % Acetoni-
tril/Wasser lyophilisiert, ergab das Festkérper-NMR-Spektrum
fir die Region 112—121 chemische Verschiebungen, die fiir -
Faltblattstrukturen charakteristisch sind. Lyophilisate aus
HFIP zeigten dagegen Verschiebungswerte, die auf eine a-heli-
cale Sekundirstruktur der Region 113-117 hinwiesen. Eine
komplette Umwandlung in die helicale Konformation konnte
nicht festgestellt werden. Die Riickfaltung der a-helicalen Form
in die -Faltblattstruktur gelang durch Aufldsen der Proben in
Wasser. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit der experimentel-
len Beobachtung, daB8 PrP in unterschiedlichen Konformatio-
nen vorliegen kann, und mit Strukturvorhersagen auf der Basis
biologischer Daten und berechneter Modelle, nach denen H1
eine wichtige Rolle fiir die Konformationsunterschiede zwischen
PrP° und PrP*° spielt.

3.3. Modelle zum Mechanismus der Prion-Vermehrung

Es stellt sich nun die Frage, nach welchem Mechanismus sich
PrP*® in der Wirtzelle ohne Beteiligung von Nucleinsiduren ver-
mehrt. Die Protein-only-Hypothese geht davon aus, daBl wirtei-
genes PrP° liber die Einwirkung von exogenem (z. B. oral aufge-
nommenem) PrP* in PrP% umgewandelt wird. Die beiden
derzeit konkurrierenden Modelle unterscheiden sich hinsicht-
lich der (Quartdr-)Struktur der infektiésen Einheit.

3.3.1. Heterodimer-Hypothese

Nach der Heterodimer-Hypothese von Prusiner!??! bilden
sich zundchst PrP%e-PrPe-Heterodimere. PrP° wird dabei partiell
entfaltet und unter Einwirkung von PrP5 zuriickgefaltet, wobei
ein PrP%-Homodimer entsteht (Abb. 7 A). In einem autokataly-
tischen Cyclus kann das neu gebildete PrPS¢ wiederum die Um-
wandlung von PrP¢ induzieren. Unter geeigneten Bedingungen
aggregiert das entstandene PrP% zu elektronenmikroskopisch
sichtbaren Fibrillen oder zu amyloiden Plaques. Die Energie-
barriere fiir die Umwandlung der PrP-Isoformen ineinander ist
wahrscheinlich relativ hoch.[*6! Deswegen tritt sie bei spontanen
Formen der Krankheit — wenn {iberhaupt — erst im hohen Alter
auf (Abb. 7 A; gestrichelte Linie). Bei erblichen Formen kdnnte
die PrP%-Bildung durch spezifische Mutationen, die die Bildung
von fj-Faltblattstrukturen beglinstigen, erleichtert werden. Die
pathologischen Verdnderungen werden dabei moglicherweise
entweder durch das Fehlen der PrP°-Form oder durch das mas-
sive Auftreten von unléslichem PrPS¢ hervorgerufen.

Dieses Modell liefert befriedigende Erklarungen fiir die Bil-
dung von PrP%, 143t aber offen, wie es mdglich ist, daB ein PrPs°
viele unterschiedliche Stimme von Prion-Krankheiten iibertra-
gen kann. Denn wie bereits geschildert (Abschnitt 2.2.1), existie-
ren selbst innerhalb ein und derselben Spezies unterschiedliche
PrP%-Stimme mit eindeutig identifizierbaren und ,,vererb-
baren‘* Charakteristika.l®” ~ 7% Dieses Phidnomen ist ein massi-

1756

A
1
" 'iI 7* Ou-= g
Prpco

B
PrPSC.Keim
(Stamm A)
#I T il il i |

PrPc -

, \.‘\ '\
| e

=3 = i l _ -
i t’?"

Abb. 7. Modelle zur Umwandlung von PrP°® in PrP%°. A) Das Heterodimer-Mo-
dell[22] postuliert die Bildung von Dimeren aus infektiosem PrP% (blau) und zeiu-
lirem PrP° (griin), die partielle Entfaltung von PrP° und dessen Riickfaltung in
PrP%, das seinerseits in einem autokatalytischen Cyclus die Bildung von PrP%
bewirken kann. Wegen der hohen Energiebarriere der Umwandlung von PrP° in
PrP% ist die spontane Bildung von PrP5¢ (gestrichelte Linie) sehr unwahrscheinlich.
B) Im Modell der kernabhingigen Polymerisation[74) wird die infektidse Einheit
durch ein PrP%-Oligomer (blau) reprisentiert, das als Keim fiir die Polymerisation
von PrP zu hochmolekularen fibrilliren Aggregaten dient. Zelluldres PrP (griin)
kann sich sukzessive an diesen Keim anlagern und dessen Struktur adaptieren (rot).
Das Polymer 140t sich wieder in Keime teilen, die ihrerseits eine kernabhingige
Polymerisation ausldsen kdnnen, Das Auftreten unterschiedlicher Scrapie-Stimme
wird in diesem Modell damit erkldrt, daB jede (Quartir-)Struktur eines Keims die
spezifischen Charakteristika unterschiedlicher Scrapie-Stamme (hier Stamm A und
Stamm B) ,,codiert*.

ves Gegenargument gegen die Hypothese, nach der die Prion-
Vermehrung allein durch Proteinfaktoren ohne genetische
Komponenten erfolgt. Die Vererbbarkeit der beobachteten
Stammspezifitit ohne genetische Information ist im Zusam-
menhang mit dieser Hypothese problematisch, da dann eigent-
lich nicht nur zwei metastabile Zusténde fiir das Prion-Protein
existieren miilten, sondern viele PrP-Strukturen, die jede flir
sich einen spezifischen Stamm ,,codieren** kann. Das Problem
der stammspezifischen Ubertragung verlangte deshalb nach
einer erweiterten Hypothese und fiihrte schlieBlich zum Modell
der kernabhéngigen Polymerisation.

3.3.2. Kernabhiingige Polymerisation

Die Idee eines kristallartigen Wachstums von Prion-Polyme-
ren wurde bereits 1990 von der Gruppe um D. Carleton Gajdu-
sek beschrieben.!”!) Peter Lansbury et al. formulierten spiter
einen analogen Mechanismus,!”# 73) den sie zusammen mit By-
ron Caughey zum Modell der kernabhidngigen Polymerisation
entwickelten (Abb. 7B).!"# Dieses unterscheidet sich vom Hete-
rodimer-Modell durch die Annahme, daf3 eine infektidse Ein-
heit aus einem PrP%:-Oligomer besteht, das als Keim fiir eine
Polymerisation wirkt. Wirteigenes PrP° kann sich sukzessive
iiber einen mehr oder weniger entfalteten Ubergangszustand an
diesen Keim anlagern und dabei dessen spezifische Struktur
annehmen. In einer Art Polymerisationsproze bilden sich
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hochmolekulare Aggregate von PrP%. Diese koénnen durch
auflere Einfliisse wieder in einzelne Keime getrennt werden. Der
entscheidende Unterschied ist, daB bei diesem Modell die PrPSc-
Konformation keine intrinsische Eigenschaft eines PrP-Mono-
mers sein muB}, wie es beim Heterodimer-Modell der Fall ist.
Dies manifestiert sich darin, dal3 bisher keine 16slichen mono-
meren Proteinase-resistenten und nichtaggregierten Formen
von PrP% gefunden werden konnten. Diese biophysikalischen
Eigenschaften erwirbt PrP*° nach dem Modell der kernabhingi-
gen Polymerisation erst im hochmolekularen PrP-Aggregat. Die
Vermehrung spezifischer Scrapie-Stimme kann mit diesem Mo-
dell wie folgt erklart werden: Wie bei einem Kristall trégt die
kleinste infektidse Einheit, der Keim, die Information fir die
Struktur des Ganzen. Somit kann ein PrP5°-Oligomer durch seine
Keimstruktur die Struktur des polymeren PrP-Aggregats (oder
die Kinetik fiir dessen Bildung) festlegen und damit die jeweilige
charakteristische Pathologie der einzelnen Stimme verursachen.

Ein detaillierter Vergleich der beiden Modelle aus kinetischer
Sicht wurde kiirzlich von Manfred Eigen publiziert.[”*! Danach
besteht der Hauptunterschied darin, dal das Modell der kern-
abhingigen Polymerisation keinen katalytischen Mechanismus
verlangt. Das Wachstum des ,,Kristalls* wird durch die Gibbs-
Energie begiinstigt, die Umfaltung von PrP¢ durch die Kristall-
oberflache bewirkt. Dagegen liegt Prusiners Heterodimer-
Modell ein autokatalytischer Mechanismus zugrunde — aller-
dings nur dann, wenn die Dissoziation des PrP5*-Heterodimers
nicht geschwindigkeitsbestimmend ist. Bei einer langsamen Dis-
soziation wiirde der (Auto-)Katalysator PrP% nur unvollstin-
dig regeneriert und der katalytische Cyclus bald beendet. Eine
Unterscheidungsmoglichkeit bestiinde in der Messung der Ge-
schwindigkeit, mit der der PrP%¢-Anteil zunimmt: Ein autokata-
lytischer Mechanismus hétte eine exponentielle Zunahme zur
Folge, die Kristallbildung wiirde annéhernd quadratisch mit der
Zeit verlaufen.[75]

3.4. In-vitro-Konvertierung

Um das Heterodimer-Modell zu belegen, wurde von vielen
Arbeitsgruppen intensiv versucht, eine direkte Wechselwirkung
von PrP° mit PrP® und/oder PrP%¢ in vitro zu zeigen. Der Nach-
weis einer In-vitro-Umwandlung von PrPc in PrP* wiirde die
Protein-only-Hypothese als Ganzes bestdtigen. Bislang sind
diese oft als Schliisselexperimente der Prion-Forschung bezeich-
neten Versuche, die auf dem Mischen von PrP° mit PrP5¢ in vitro
beruhen, allerdings fehlgeschlagen. Weder konnten PrP¢/PrP5°-
Heterodimere detektiert werden, noch gelang der Nachweis,
daB sich PrP° in vitro durch Zugabe von PrP*® konvertieren
1aBt.78) Mitte 1994 berichteten Kocisko et al. erstmals iiber die
zellfreie Herstellung von Proteinase-resistentem Prion-Protein
(Abb. 8).771 Sie verwendeten dazu Proteinase-K-sensitives
PrP¢, das sie mit 3°S-Methionin radioaktiv markierten. Dieses
durch Proteinase K vollstindig hydrolysierbare **S-markierte
PrP¢ wurde mit Proteinase-K-resistentem, unmarkiertem PrP5
inkubiert. Um das PrP°® von potentiell entstandenem PrP%¢ zu
trennen, wurde der Reaktionsansatz mit Proteinase K behan-
delt. Durch Gelelektrophorese und Autoradiographie konnte
gezeigt werden, dafB sich radioaktives, Proteinase-K-resistentes
PrP5° gebildet hatte — ein Hinweis darauf, da3 PrP%° de novo aus
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Abb. 8. Zellfreie Herstellung von Proteinase-resistentem Prion-Protein [77, 78]. Ra-
dioaktiv markiertes PrP° (rot) wird mit Proteinase-resistentem PrP¢ (blau) inku-
biert und dabei in das Polymer integriert. Am Ende der Reaktion kann eine markier-
te, Proteinase-resistente Spezies detektiert werden.

dem markierten PrP° entstanden war. Dieses Experiment ist ein
zwar notwendiger, aber noch kein hinreichender Beleg fiir die
In-vitro-Konvertierung von PrP°, denn es ist bisher nicht gelun-
gen zu zeigen, dal3 dieses in vitro hergestellte Proteinase-K-resi-
stente Material auch infektids ist. Die Proteinase-K-Resistenz
korreliert nicht unbedingt mit der Infektiositdt von PrP% (vgl.
Abschnitt 3.1). Trotz des (noch) fehlenden Nachweises der De-
novo-Generierung von Infektiositdt in vitro hat man nun ein
Modell, mit dem sich einige Phanomene der Prion-Vermehrung
simulieren und untersuchen lassen. So gelang mit dem zellfreien
System inzwischen sogar eine stammspezifische In-vitro-Kon-
vertierung;!’® man verwendete dazu die Nerz-spezifischen
Scrapie-Stimme ,,hyper (HY) und ,,drowsy* (DY). Diese
TME-Stimme haben sich urspriinglich in Nerzen manifestiert
und lassen sich im Hamster mit der fiir sie jeweils charakteristi-
schen Pathologie vermehren. HY- und DY-PrP% werden von
Proteinase K an unterschiedlichen N-terminalen Stellen gespal-
ten, so daf} charakteristische Verdauungsmuster unterschiedlich
langer PrP-Fragmente resultieren, die durch SDS-Polyacryl-
amidgel-Elektrophorese nachgewiesen werden kénnen.!”®! Pri-
pariert man HY-PrP5¢ aus Hamsterhirnen und setzt es in der
oben beschriebenen Konvertierung im zellfreien System ein, ent-
steht resistentes Protein, das nach der Behandlung mit Proteina-
seK ein Verdauungsmuster zeigt, das dem von HY-PrP5 ent-
spricht. Verwendet man hingegen DY-PrP5-Proben, erhilt man
das charakteristische Muster von DY-PrP%.[78 Diese Ergebnis-
se deuten darauf hin, da3 einem einzigen zelluliren Prion-Pro-
tein im zellfreien Konvertierungssystem wahrscheinlich zwei un-
terschiedliche Konformationen der Scrapie-Form eines Prion-
Proteins aufgezwungen werden konnen. Dieses Experiment
ist somit ein Modell fiir die Vermehrung unterschiedlicher
Scrapie-Stdmme in vitro — eine wichtige Ergdnzung oder Alter-
native zum transgenen Tiermodell.
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3.5. Weitere Aspekte der stammspezifischen
Prion-VYermehrung

Inzwischen sind mit Hilfe eines transgenen Mausmodells Ex-
perimente durchgefithrt worden,’®® aus denen sich dhnliche
Schliisse ziehen lassen wie aus den von Bessen et al.l”® beschrie-
benen stammspezifischen In-vitro-Konvertierungsversuchen.
Die in diesen Experimenten verwendeten, mit dem Kiirzel
[Tg(MHu2M)] bezeichneten Méuse!®!-82! exprimieren ein chi-
maires human-murines PrP-Gen. Die Méduse wurden mit Hirn-
extrakten von Patienten inokuliert, die an verschiedenen For-
men menschlicher TSE-Krankheiten verstorben waren. Die
Extrakte enthielten somit PrP%-Fragmente von zwei unter-
schiedlichen menschlichen PrP-Stimmen — dem der sporadi-
schen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJD) und dem der fatalen
familidren Insomnie (FFI; zu den menschlichen TSE-Formen
siche Abschnitt 4.3). Mit Proteinase K behandelte PrP%-Stim-
me dieser Art zeichnen sich durch unterschiedliche Fragment-
lingen nach der Deglycosylierung aus: Wéhrend das FFI-
Bruchstiick eine GroBe von 19 kD aufweist, liegt die GroBe des
sCID-Fragments bei 21 kD, so daB sich beide Fragmente durch
denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese leicht unter-
scheiden lassen. Etwa 200 Tage nach der Inokulation konnte
eine fiir den jeweiligen PrP5°-Stamm spezifische Fragmentbil-
dung in den Maushirnen beobachtet werden: Inokulation mit
dem FFI-Stamm fiihrte zur Bildung des 19-kD-Fragments,
wihrend das 21-kD-Fragment nur nach Behandeln mit dem
sCJD-Stamm erhalten werden konnte. Aus diesen Befunden
kann der SchluB3 gezogen werden, daB3 die Konformation des
jeweiligen PrP%-Stammes als Templat fiir die Bildung von
PrP% wirkt und somit ausschlaggebend fiir dessen stammspezi-
fische Charakteristika ist. Diese Experimente deuten darauf hin,
daB die Diversitéit der PrP¥-Stimme in der Konformation des
die Neubildung von PrP% ausldsenden Stammes zugrundege-
legt ist.

Leslie Orgel weist in einer neueren Arbeit auf einen weiteren
Aspekt hin, der bei der Prion-Aggregation eine Rolle spielen
konnte: die ,,Sekundirnukleation‘.'®3! Dieses Phinomen kann
beispielsweise bei der enantiomorphen Kristallisation aus iiber-
sattigten NaClO,-Losungen beobachtet werden. Erfolgt die
Kristallisation unter heftigem Riithren, so werden entweder
reine D- oder reine L-Kristalle erhalten, wahrend bei der
,ungestorten* Kristallisation D- und L-Kristalle in etwa gleicher
Anzahl resultieren.’® Man nimmt an, daB durch das Riihren
der primére Kristallkeim und die neu gebildeten Sekundirkeime
fragmentiert werden. Alle entstehenden Kristalle wiaren dann
,»,Nachkommen** (oder ,,Klone*‘) des Primérkeims und gebildet,
bevor ein weiterer Primédrkeim entgegengesetzter Chiralitdt ent-
standen war. Auf analoge Weise kénnten bestimmte Details
(Stammspezifititen) der Pathologie von Prion-Krankheiten
durch Sekundirnukleation determiniert sein. Andernfalls — so
Orgel — sollte man erwarten, daB ein endogen entstandener oder
von auBen zugefithrter PrP%-Keim ein einzelnes lokalisiertes
Plaque bildet. Je effektiver eine eventuell stattfindende Sekun-
dirnukleation ist, um so weniger lokalisiert wiren die resultie-
renden Plaques. Somit wiirde die Zah! der entstehenden Keime
die Schwere der Krankheit bestimmen — dhnlich wie die Heftig-
keit einer Krebserkrankung stark von der Tendenz zur Metasta-
sierung des Primértumors abhdngt. Eine Sekundirnukleation
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wurde im Falle der Prion-Vermehrung noch nicht gezeigt und
diirfte auch schwierig nachzuweisen sein.

Wie spéter genauer diskutiert werden wird, gibt es noch weite-
re Moglichkeiten, die Stammspezifitdt der Prion-Vermehrung
zu erkldren, beispielsweise mit der Existenz einer dritten Kom-
ponente — eines stammspezifischen Cofaktors oder Proteins
X- 1821 die direkt oder indirekt an der Vermehrung von PrPS°
beteiligt ist (Abschnitt 5.2).

4. Epidemiologie und Ubertragbarkeit

Nach der eingehenden Analyse des Erregers stellt sich nun die
Frage nach der Ubertragbarkeit von Prion-Krankheiten, Wic
kam es zu dem epidemiologischen Ausbrechen von BSE in
GroBbritannien? Wie steht es mit der Ubertragbarkeit von einer
Spezies auf eine andere? Von wichtiger gesellschaftlicher, wirt-
schaftspolitischer und gesundheitlicher Bedeutung ist insbeson-
dere die Frage nach der Gefdhrdung des Menschen durch BSE.

4.1. Die Scrapie-Kuru-Verbindung: ein historischer Abrifl

Spongiforme Encephalopathien sind seit dem 18. Jahrhun-
dert bekannt. Die dlteste gesicherte Aufzeichnung beschreibt
bestimmte auffillige Verhaltensweisen bei Schafen: Im Friihsta-
dium traten bei den betroffenen Tieren Desorientierung und
Juckreiz auf — sie kratzten sich z. B. an Weideziunen und Biu-
men die Korper wund, weshalb im englischen Sprachraum der
Name ,,Scrapie” (engl. to scrape: kratzen) geprigt wurde. Im
deutschsprachigen Raum wird diese Krankheit als
,»Iraberkrankheit* bezeichnet. Der Name erinnert daran, dal3
die befallenen Tiere im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
mehr und mehr die Kontrolle Giber ihren K&rper verlieren, sich
unkoordiniert bewegen (traben), mit den Hinterldufen einknik-
ken und schlieBlich in vélliger Lihmung verenden. Ursache und
Ubertragungswege der Krankheit blieben iiber Jahrhunderte
unerforscht, unter anderem auch weil sich die Scrapie nie zu
einem wirtschaftlichen Problem entwickelte. Die Infektionsrate
blieb stets sehr gering — bis zum heutigen Tage konnte man kein
epidemiologisches Ausbrechen der Krankheit registrieren; in
Deutschland ist sie heute fast verschwunden, in GroBbritannien
treten noch vereinzelt, aber regelmaBig, Fille auf.

Das wissenschaftliche Interesse an dieser Krankheit erwachte
erst in diesem Jahrhundert, als William Hadlow {iber einen még-
lichen Zusammenhang zwischen der Scrapie und der menschli-
chen Kuru-Krankheit spekulierte.[®3! Zuvor war schon, unab-
héngig von der Scrapie, ein Reihe auBergewdhnlich langsamer
degenerativer Erkrankungen des Zentralnervensystems des
Menschen beschrieben worden, unter anderem die Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit, das Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syn-
drom sowie Kuru. Letztere Erkrankung trat in epidemiologi-
schem AusmaB bei den Fore, einem Volksstamm in
Papua-Neuguinea, auf und wurde vermutlich durch religids-
kannibalistische Riten {ibertragen. D. Carleton Gajdusek und
Mitarbeitern gelang die experimentelle Ubertragung dieser
Krankheit auf Schimpansen durch die Injektion von Hirnmate-
rial aus an Kuru verstorbenen Menschen.[®! Auf die gleiche
Weise lieB sich auch CJD auf Schimpansen {ibertragen. Allen
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Formen dieser Krankheit waren die ungewdhnlich lange Inku-
bationszeit und das pathologische Muster der mit Spongiosis
einhergehenden Neurodegeneration gemeinsam. Wichtige Er-
kenntnisse erhielt man aus Experimenten von J. Cuillé¢ und P. L.
Chelle, die in den dreiBiger Jahren zeigen konnten, daB sich die
Scrapie auf gesunde Schafe und Ziegen iibertragen 1af3t.127!
Auch Hamster und Mduse sind fiir diese Krankheit anfillig;
beide Arten werden deshalb heute noch in gréferem Mafstab
im Tierversuch zur Erforschung der Prion-Krankheiten einge-
setzt. Wie wir spéter diskutieren werden (Abschnitt 5.1), gelingt
die Ubertragung von TSEs von einer Spezies auf eine andere
dennoch nicht vollig ungehindert.

4.2. BSE - vom Knochenmehl zur Epidemie

Wegen ihrer Seltenheit waren TSEs zunéchst ein Gebiet von
akademischem Interesse. Das dnderte sich schlagartig, als 1986
der erste Fall der bovinen spongiformen Encephalopathie (BSE)
in GroBbritannien histologisch bestitigt wurde.’®® Es konnte
gezeigt werden, daB Fibrillen aus den Gehirnen von an BSE
erkrankten Rindern ein Scrapie-assoziiertes Protein enthiel-
ten.18%1 Diesem ersten Befund folgten zahlreiche weitere; die
BSE-Epidemie in Grofibritannien hatte zwischen 1992 und 1993
mit bis zu 3500 Neuerkrankungen im Monat ihren Héhepunkt
und ist inzwischen auf etwa 500 neue Fille pro Monat abgeklun-
gen (Abb. 9). Bis heute (Stand: 25. April 1997; Quelle: Ministry
of Agriculture, Fisheries and Food, Grof3britannien) sind in
GroBbritannien 167321 BSE-Fille bestitigt worden. Der Aus-
gangspunkt der Rinderseuche war die Anfang der achtziger Jah-
re wegen wirtschaftlicher SparmaBnahmen verdnderte Produk-
tion von Knochen- und Fleischmehl. Dieses bei der Viehhaltung
eingesetzte Futtermittel wird unter anderem aus Schafskada-
vern gewonnen. Die der Sterilisation dienende Temperaturbe-
handlung wurde von britischen Betrieben Anfang der achtziger
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Jahre durch Absenken der Temperatur von 130 auf 110 °C mo-
difiziert. Darliber hinaus wurde das Extrahieren mit organi-
schen Lasungsmitteln abgeschafft.”?!! Ob das gehiufte Auftre-
ten von BSE auf Scrapie-kontaminiertes Tiermehl zuriickzu-
fithren ist, also durch eine Ubertragung vom Schaf auf das Rind
ausgelost wurde, oder ob das Tiermehl mit dem BSE-Erreger
aus spontan erkrankten Rindern verunreinigt war, kann heute
nicht mehr mit Sicherheit festgestellt werden. Die Verbreitung
des infektidsen Agens liber das Futter ist aber als Ausloser fiir
die BSE-Epidemie eindeutig bestitigt worden.?!-*3 Dafiir
spricht auch die relative Haufung von BSE-Fillen in der
Schweiz, die bis zum Fiitterungsverbot vom 18. Juli 1988
Hauptimporteur von britischem Tiermehl war. Weltweit wurde
BSE bisher in 12 Staaten bestdtigt (Tabelle 2). Neben der Infek-
tion durch das Futter sind aber nach neueren Hinweisen auch
andere Ubertragungsformen denkbar, insbesondere die Uber-
tragung vom Muttertier auf das Kalb.[®%!

Tabelle 2. Auftreten von BSE weltweit (Stand: Mirz 1996)

T 1087 1988 1989 "~ 1990

Land Anzahl der BSE-Félle Land Anzahl der
BSE-Fille

GroBbritannien 167321[a] Deutschland 5{b]
Nordirland 1656 Italien 2

Schweiz 189 Oman 2

Irland 115 Falklandinseln 1

Portugal 29 Dinemark 1
Frankreich 13 Kanada 1

[a] Stand: April 1997. [b] Stand: Januar 1997.

Fine aktuelle Studie, die die BSE-Epidemie in Grofbritan-
nien in ihrer Gesamtheit, d. h. von den ersten Féllen bis zu einer
moglichen epidemiologischen Entwicklung in der Zukunft, un-
tersuchte,’®® kommt zu dem SchluB, daB die Zahl der Neuinfek-
tionen durch kontaminiertes Futter bereits Ende 1994 nahezu

1991 1992 1993 1994 1995 1996

Abb. 9. Bestitigte BSE-Fille n pro Monat und Jahr in GroBbritannien. Das Abklingen der Kurve ist unter anderem auf ein Verbot der Verfiitterung von Knochen- und
Tiermehl an Rinder durch die britische Regierung in den Jahren 1988 und 1989 zuriickzufithren. Nach Ablauf der mittieren Inkubationszeit von fiinf Jahren hatten diese

MaBnahmen wohl zur Verminderung der BSE-Inzidenz gefiihrt.
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null war und alle neuen Fille auf horizontale Ubertragung (ma-
ternale Transmission) zuriickzufiihren sind. Die absoluten Zah-
len fiir Neuinfektionen iiber diesen Weg sind nach dieser Unter-
suchung so gering, daB die Epidemie bis etwa zum Jahr 2001
auch ohne zusitzliche Schlachtprogramme von selbst ver-
schwinden werde. Die britische Regierung nutzte diese Studie
im September 1996 als Argument, um das von ihr zur Einddm-
mung von BSE beschlossene Rinderschlachtprogramm zu-
ndchst auszusetzen. Dabei wird allerdings ein wichtiges weiteres
Ergebnis der Studie, das der Inkubationszeiten, vernachléssigt.
Von der Infektion bis zum Ausbruch der ersten Symptome ver-
gehen etwa fiinf Jahre. Da aber die meisten Rinder im Alter von
etwa zwei Jahren geschlachtet werden, also lange bevor ein Tier
als infiziert erkannt werden kann, besteht nach wie vor die Mog-
lichkeit, daB infizierte und potentiell infektise Tiere in die
menschliche Nahrungskette gelangen. Wirkliche Sicherheit
wilirde in diesem Fall also nur eine zuverldssige Diagnose der
Infektion bieten, mit der die Krankheit lange vor dem Auftreten
klinischer Symptome nachgewiesen werden konnte, beispiels-
weise durch direkte Detektion der PrP%°-Form des Rinder-
Prion-Proteins (vgl. Abschnitt 4.4).

4.3. Spongiforme Encephalopathien beim Menschen

Anfang der zwanziger Jahre beschrieben der Kieler Neurolo-
ge Hans-Gerhard Creutzfeldt®*! und sein Hamburger Kollege
Alfons Jakob!®3! unabhiingig voneinander eine ,,eigenartige Er-
krankung des Zentralnervensystems mit bemerkenswertem ana-
tomischem Befunde*, die nach einem unaufhaltsamen Zerfall
des Hirngewebes zum Tod fiihrt und heute als Creutzfeldt-Ja-
kob-Krankheit bekannt ist. Im Jahr 1936 beobachteten die Wie-
ner Neurologen Josef Gerstmann und Ernst Striussler sowie der
Neuropathologe 1. Scheinker ein sehr dhnliches, wenn auch et-
was selteneres Syndrom des Menschen.l?®! Klinisch standen da-
bei Koordinationsstdrungen der betroffenen Patienten im Vor-
dergrund. Im Unterschied zur CJD, bei der zuniachst ein Verlust
des Erinnerungsvermdgens und ein progressiver Riickgang des
Intellekts stattfinden, tritt Demenz beim Gerstmann-Striussler-
Scheinker-Syndrom erst in der spéteren klinischen Phase auf.
GSS manifestiert sich in Form von Ataxie und anderen Degene-
rationserscheinungen im Cerebellum (Kleinhirn). Histopatho-
logisch dhneln sich die beiden Krankheitsformen CJD und GSS:
Man stellt Degenerationserscheinungen mit Vakuolisierung
(Vakuolen sind Hohlrdume in Zellen, die mit fliissigem Inhalt,
z. B. Proteinen oder Fett, gefiillt sind) sowie Amyloidablagerun-
gen im Gehirn fest. Solche Ablagerungen sind auch bei der
Alzheimer-Krankheit bekannt, die aber nicht zu den Prion-
Krankheiten zdhlt. Eine weitere erbliche Form der menschli-
chen Prion-Krankheiten ist die fatale familidre Insomnie, die
von einer amerikanischen Gruppe um Pierluigi Gambetti und
einer italienischen um Elio Lugaresi und Rossella Medori ent-
deckt wurde.*”1 Sie unterscheidet sich von den anderen Formen
dahingehend, daB die Patienten zunichst unter Schlafstdrungen
leiden und sich daran die Demenz anschlieBt.[°® Eine weitere
Form der menschlichen Prion-Krankheiten ist die bereits be-
schriebene Kuru-Krankheit (Abschnitt 4.1), die einzige der vier
TSE-Formen beim Menschen, die ausschlieBlich durch Infek-
tion libertragen wurde.
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4.3.1. Sporadische und infektigse Formen

Prion-Krankheiten haben die einzigartige Eigenschaft, daf3
sie sowohl infektios (exogener Ursprung) als auch sporadisch
oder genetisch (endogener Ursprung) bedingt sein kénnen. Die
liberwiegende Zahl der TSE-Fille beim Menschen tritt spora-
disch auf oder wird durch Ubertragung verursacht (z. B. Kuru);
es gibt aber auch familidre Fille, bei denen genetische Ursachen
fiir den Ausbruch der Krankheit von Bedeutung sind. CJD tritt
beim Menschen zu 85% sporadisch auf (sCJD), d. h. eine Infek-
tionsquelle konnte in diesen Patienten nicht gefunden werden.
Einige wenige CJD-Fille konnen auf eine versehentliche Infek-
tion mit dem CJD-Erreger wihrend einer medizinischen Be-
handlung zuriickgefiihrt werden, z. B. bei Kindern, die mit
Wachstumshormon behandelt worden waren, das aus den Hirn-
anhangdriisen Verstorbener gewonnen worden war(®?- 1% (heu-
te wird dieses Hormon gentechnisch hergestellt). Dem Risiko
der iatrogenen Ubertragung waren auch Patienten ausgesetzt,
die sich einem neurochirugischen Eingriff unterziehen muBten;
aus Unwissenheit {iber die auBerordentliche Resistenz des
Prion-Erregers gegenliber herkdmmlichen Sterilisationstechni-
ken (siche Abschnitt 3.1) wurde CJD in einigen Féllen {iber
kontaminierte neurochirurgische Gerdte iibertragen. Neben ia-
trogenen und sporadischen Erkrankungen treten mehr als 10%
familidre Félle wie GSS und FFI mit einer genetischen Disposi-
tion auf.

4.3.2. Mutationen im Prn-p-Genlokus

Auch bestimmte CJD-Fille kénnen erblich bedingt sein. Be-
reits 1930 beschrieb der Arzt F. Meggendorfer erbliche Fille
von CJD bei einer norddeutschen Familie. Die DNA in einer
Gehirngewebeprobe, die in Celloidin eingebettet worden war,
wurde Jahrzehnte spéter mit der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) amplifiziert und sequenziert. Es zeigte sich, daB im Co-
don 178 des Prn-p-Gens eine GAC - AAC-Mutation auftrat,
die dem Austausch Asp178 —Asn entspricht!*®!1 (Abb. 10).
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Abb. 10. Mutationen und Polymorphismen im humanen Pra-p-Gen im Zusam-
menhang mit familidren Formen von spongiformen Encephalopathien. Der Poly-
morphismus an Position 129 scheint die Suszeptibilitdt gegeniiber vCID zu beein-
flussen, da alle bisher untersuchten Fille von vCJD homozygot fir Met129 sind.

Weitere mit genetischen Dispositionen assoziierte Mutatio-
nen sind Glu200 — Lys, Pro102 — Leu, Ala117 — Val und
Phe 198 — Ser sowie zusitzliche Octapeptidsequenzen innerhalb
des menschlichen Prn-p-Gens.[*?! Besonders interessant ist die
Position 129, an der Valin- und Methioninreste auftreten kon-
nen. Bei Patienten, die an CJD erkrankten, nachdem sie mit
einem Wachstumshormon aus humanen Hirnanhangdriisen be-
handelt worden waren, fanden John Collinge und Mitarbeiter
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eine signifikante Hiufung von Val!?°-Homozygotie.l'°% Mehr
als 50 % der kaukasischen Bevdlkerung sind an dieser Position
heterozygot (Met/Val). Moglicherweise ist eine Dimerisierung
des Prion-Proteins, die in homozygoten Patienten leichter statt-
finden konnte als in heterozygoten, fiir die Pathogenese von
CJD wichtig. Unterschiedliche Phidnotypen der verschiedenen
TSE-Formen beim Menschen, wie man sie etwa bei CJD im
Vergleich zu FFI beobachten kann, scheinen mit unterschiedli-
chen Genotypen zu korrelieren. In einer Studie, in der familidre
TSE-Fille (mit dem Austausch Asp 178 — Asn) untersucht wor-
den waren, konnte gezeigt werden, daB der Genotyp an Position
129 die Art der Pathologie bestimmt. Patienten mit Met 129/
Asn 178 zeigten einen FFI-Phénotyp, wihrend bei den CJD-Pa-
tienten Val129/Asn 178 auftrat.l'?® 194 Es wurde vorgeschla-
gen, daf die Kombination aus der Mutation im Codon 178 und
dem Polymorphismus im Codon 129 den Phianotyp der Krank-
heit bestimmt, indem zwei unterschiedliche Konformationen des
Prion-Proteins entstehen.!!?31°6) Bei den erblichen Prion-
Krankheiten wiirden die mutierten Formen spontan Konforma-
tionen einnehmen, die durch die Mutation bestimmt werden.
Eine direkte Wechselwirkung zwischen Methionin oder Valin an
Position 129 und Asparagin an Position 178 koénnte zu zwei
abnormalen Isoformen flihren, die sich in ihrer Konformation
und ihren pathogenen Eigenschaften unterscheiden. In diesen
Mutanten konnte die Aktivierungsenergie der Konformations-
umwandlung erniedrigt sein. Der Polymorphismus an Position
129 scheint auch bei einer neuen CJD-Variante von entscheiden-
der Bedeutung zu sein, wie unten diskutiert werden wird.

Fur das Auftreten von GSS sehr wichtig scheint auch die
Mutation Pro102 — Leu zu sein, die zugleich als erste im Zu-
sammenhang mit erblichen Prion-Krankheiten identifiziert
wurde.[17- 1981 Yon elf japanischen GSS-Patienten wiesen alle
an Position 102 des Prn-p-Gens Leucin auf'°%1 die gleiche
Mutation wurde auch bei GSS-Fillen in einer jiidischen Familie
gefunden.!! 1% Interessanterweise ist das Prolin an Position 102
innerhalb vieler Spezies konserviert, was auf eine wichtige Rolle
fiir die biologische Funktion des Proteins hinweisen konnte
(Abb. 10). Eine auBergewohnliche Mutation in Pran-p wurde
1993 von der japanischen Gruppe um Tateishi publiziert. Sie
fanden in einer Patientin Codon 145 (normalerweise Tyrosin
codierend) durch ein Stop-Codon ersetzt.[' ! In den amyloiden
Plaques der Patientin, bei der urspriinglich die Alzheimer-
Krankheit diagnostiziert worden war, konnten dementspre-
chend C-terminal verkiirzte PrP-Fragmente analysiert werden.
Diesen Fragmenten fehlten somit (vermeintlich) wichtige Ele-
mente wie die Glycosylierungsstellen, die Disulfidbriicke und
der GPI-Anker (siehe Abb. 3). Neueren Untersuchungen zufol-
ge scheint aber bei dieser Form der familidren TSE auch das
normale Allel am pathologischen ProzeB beteiligt zu sein, da in
den Plaques auch der C-Terminus von PrP iiber spezifische An-
tikdrper detektiert werden kann.[*1?

Uber genetische Dispositionen bei anderen Spezies ist bisher
wenig publiziert worden. Beispielsweise ist bekannt, dall beim
Schaf die Polymorphismen an den Positionen 136 und 171 die
Suszeptibilitit fiir Scrapie beeinflussen (analog zum Polymor-
phismus an Position 129 im humanen Genlokus); Schafe mit
einer Val 136/GlIn 171-Homozygotie haben eine deutlich vermin-
derte Resistenz gegentber einer Scrapie-Infektion als Tiere mit
homozygotem Ala136/Arg171-Genotyp.I'**! Diese genetisch
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bedingten Préddispositionen sind alle vererbbar. Interessanter-
weise ist es hinsichtlich der Infektiositit der aus erkrankten
Spezies isolierten Prionen allerdings unerheblich, auf welche
Weise eine Prion-Krankheit ausgeldst wurde: Das Prion-Protein
aus einem erkrankten Gehirn ist in jedem Fall infektids.

4.3.3. vCJID - die Verbindung twischen BSE und CJD?

Anfang 1996 berichtete eine englische Forschergruppe von
einer bis dahin nicht beschriebenen Form der CJD.!'*# Die von
der neuen Variante (,,vCJD*) betroffenen Patienten (bisher 15;
Stand: April 1997) zeigen zwar die bekannten pathologischen
Merkmale von CJD, diese sind jedoch auffillig modifiziert:
1) Die Patienten sind mit einem Durchschnittsalter von ca. 30
Jahren relativ jung; 2) die durchschnittliche Zeit vom Auftreten
der ersten Symptome bis zum Tod betragt etwa 15 Monate —
mehr als doppelt so viel wie der entsprechende Zeitraum bei
normalen CJD-Patienten; 3) die amyloiden Ablagerungen oder
Plaques weisen zusammen mit den spongiosen Verdnderungen
eine charakteristische Morphologie auf, die bisher bei keinem
anderen CJD-Fall beobachtet werden konnte (Abb. 11). Diese

Abb. 11. Diinnschnitt vom Gehirn eines an vCID verstorbenen Patienten. Eine
besonders auffillige pathologische Verdnderung bei vCID ist die Bildung ,,florider*
Plaques, die konzentrisch von einer Zone spongioser Verdnderung umgeben sind.
Das Bild wurde freundlicherweise von J. Ironside, University of Edinburgh, zur
Verfiigung gestellt.

,floriden* (engl. florid: bliitenférmig) Plaques dhneln denen
von Kuru-Patienten und scheinen mit denen BSE-infizierter
Makaken-Affen identisch zu sein.!! 1> Diese und andere charak-
teristische Merkmale (z. B. keine EEG-Anomalien bei vCJD-
Patienten, Homozygotie fiir Met 129) sprechen fiir die Manife-
station eines neuen TSE-Stammes im Menschen — moglicher-
weise in ursdchlichem Zusammenhang mit der BSE-Epidemie in
GroBbritannien. Fast alle vCJD-Patienten stammten ndmlich
aus GrofBbritannien, lediglich aus Frankreich wurde ebenfalls
von einem Patienten berichtet.[!1! Interessanterweise hatte ge-
rade Frankreich in dem betreffenden Zeitraum einen sehr hohen
Importanteil an britischem Rindfleisch, so daB sicherlich ein
entsprechend hoher Anteil potentiell infizierten Gewebes von
GroBbritannien nach Frankreich gelangt war. Neueste Studien
erhirten den Verdacht, daBB BSE auf den Menschen libertragen
wurde. Collinge und Mitarbeiter untersuchten mittels Elektro-
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phorese die Mobilitdten von PrP™ aus Priparationen unter-
schiedlicher TSE-Fille. Dabei interessierten sie insbesondere die
Proteinanteile mit unterschiedlichem Glycosylierungsgrad
(,,glycoform patterns“, doppelte, einfache, keine Glycosylie-
rung; vgl. Abb. 3), die sie in vier Gruppen einteilten.!!!”! Da-
nach reprisentieren die Typen 1 und 2 zwei unterschiedliche
Arten von sCJD, Typ 3 tritt bei iatrogenen Fillen von CJD auf,
wihrend bei allen vCJD-Fillen das Typ-4-Muster gefunden
wurde, das vorher noch bei keinem anderen CJD-Fall beobach-
tet worden war. An BSE erkrankte Rinder sowie durch BSE-
Material infizierte Makaken-Affen zeigen ebenfalls Typ 4 des
Verdauungsmusters — ein weiterer Hinweis auf den kausalen
Zusammenhang von BSE und vCJD. Diese experimentell relativ
einfache Klassifizierung von CJD-Phénotypen in vier Gruppen
ist aber keineswegs unumstritten. Parchi et al. publizierten kiirz-
lich, daB sie nach der von Collinge et al. beschriebenen Methode
lediglich zwei unterschiedliche PrP*-Klassen beobachten.[*!8]
Somerville et al. konnten dariiber hinaus zeigen, dafl das von
Collinge beschriebene ,,glycoform pattern* eines TSE-Stammes
im Versuchstier nicht unbedingt stabil ist. Die Anteile unter-
schiedlich glycosylierter PrP™* verschieben sich beim Passagie-
ren (Ubertragen) des Stammes von Versuchstier zu Versuchs-
tier.!1191

Auch bei Betrachtung der klinischen Symptome stellt sich die
Frage nach der Einzigartigkeit von vCJD. Man kann nicht mit
Sicherheit ausschlieBen, daB die markanten pathologischen
Merkmale von vCJD schon vor Ausbruch der BSE-Epidemie
aufgetreten sind. Wegen der Seltenheit der Krankheit ist davon
auszugehen, dal} vor der Sensibilisierung durch BSE nicht alle
Fille von CJD eindeutig diagnostiziert wurden (vgl. Ab-
schnitt 4.4). Es ist durchaus denkbar, da3 schon friither Erkran-
kungen an vCJID aufgetreten sind, die aber nicht als solche er-
kannt wurden, da vorwiegend jiingere Patienten betroffen sind.
Es ist auch zweifelhaft, ob das Auftreten von floriden Plaques
als eindeutiges morphologisches Unterscheidungskriterium zwi-
schen vCJD und anderen CJD-Formen dienen kann. Kiirzlich
wurde von einem nichtfamilidren CJD-Fall berichtet, der nach
den oben genannten Kriterien nicht eindeutig als vCJD einge-
stuft werden konnte; trotzdem fanden sich im Gehirn der ver-
storbenen Patientin floride Plaques. Da die Patientin vor mehr
als zehn Jahren neurochirurgisch unter Verwendung von Dura
mater (harte Hirnhaut) behandelt worden war, ist eine iatrogene
Ubertragung nicht auszuschlieBen.[12°!

4.4. Diagnostische Verfahren

Fine gesicherte Diagnose von BSE am lebenden oder am sym-
ptomfreien Rind ist wirtschaftlich und gesundheitspolitisch von

hoéchstem Interesse. Hinsichtlich der potentiellen Gefdhrdung

des Menschen durch vCJD hat nattirlich auch die Diagnose am
Menschen besondere Bedeutung. Ziel ist die Entwicklung eines
Tests, mit dem man — moglichst aus dem Blut oder dem Urin —
innerhalb kurzer Zeit den Infektiosititsstatus nachweisen kann.

4.4.1. Bisherige diagnostische Methoden

Die frithe Diagnose von TSE beschrinkt sich auf das Auftre-
ten der (nicht eindeutigen) klinischen Symptome, auf EEG-
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Anomalien, abbildende Kernspinresonanzverfahren oder die in-
vasive Hirnbiopsie; bei letzterer entnimmt man dem Gehirn eine
Gewebeprobe, die nach Inkubation mit Proteinase K mit Hilfe
von Antikorpern auf die Anwesenheit von (Proteinase-resisten-
tem) PrP getestet wird. Die Hirnbiopsie ist im positiven Fall
(d.h. bei Vorliegen von PrP%) relativ zuverlissig. Dagegen ist
die Negativ-Diagnose am lebenden Organismus bis heute sehr
schwierig. Eine sichere Diagnose ist erst post mortem anhand
der oben dargestellten pathologischen Verdnderungen und der
immunhistologischen Befunde im Hirngewebe mdglich. Die
Grundlage eines sensitiven Tests wire — wie bei vielen diagnosti-
schen Systemen, z. B. dem HIV-Nachweis — ein Antikdrper, der
PrP%¢ spezifisch erkennen kann. Tatsichlich ist es aber bis heute
nicht gelungen, einen solchen fiir die pathogene Isoform spezifi-
schen Antikdrper zu entwickeln.['?!- 1221 Die zur Verfiigung ste-
henden Anti-PrP-Antikérper konnen nicht zwischen der zellu-
laren Form des gesunden und der Scrapie-Form des erkrank-
ten Organismus unterscheiden. Beim immunhistochemischen
Nachweis von PrP aus Gehirnschnitten nutzt man die unter-
schiedliche Proteinase-K-Sensitivitdt der beiden PrP-Formen.
Proteine, die nach einer Proteinase-K-Behandlung mit einem
PrP-Antikorper detektierbar sind, spiegeln den Gehalt der Pro-
be an PrPS° wider. Allerdings ist dieser Test nicht sehr empfind-
lich, auBBerdem korreliert die Proteinase-K-Sensitivitdt nicht im-
mer mit der Infektiositit einer Probe (Abschnitt 3.1).

4.4.2. Neue diagnostische Ansdtze

Inden letzten Monaten wurden einige experimentelle Ansétze
vorgestellt, die Grundlage eines diagnostischen Testsystems sein
konnten. Zwei dieser Systeme werden im folgenden vorgestellt.
Eine holldndische Gruppe konnte zeigen, dafl der Nachweis von
Scrapie-assoziiertem PrP%¢ in den Tonsillen (Mandeln) von
Schafen schon lange vor dem Auftreten der ersten klinischen
Symptome gelingt. Bei der untersuchten Gruppe von sechs mit
Scrapie infizierten Schafen konnte im Alter von zehn Monaten,
ungefihr ein Jahr vor der klinischen Manifestation der Krank-
heit, PrP% detektiert werden.!'?* Ob sich diese Ergebnisse auf
andere Spezies libertragen lassen, ist fraglich. So tritt beim Rind
im Gegensatz zum Schaf keine Infektiositdt im peripheren Ge-
webe auf, d.h. der Nachweis von PrP% durch Biopsie von Ton-
sillen wire nicht mdglich. Dagegen konnte beim Menschen —
bisher allerdings nur in einem vCJD-Fall — PrP% in den Tonsil-
len post mortem nachgewiesen werden.[!24!

Eine andere Forschergruppe nutzt als diagnostische Grundla-
ge anstelle von PrP% einen Proteinmarker, der in der Cerebro-
spinalfliissigkeit von CJD-Patienten enthalten ist: 1986 ent-
deckten M. G. Harrington etal. durch zweidimensionale
Gelelektrophorese, daBl in CJD-Patienten zwei Proteine (als
p130 und p131 bezeichnet) vorkommen, die als diagnostische
Marker dienen konnten.[*2) Diese Proteine konnten als Abbau-
produkte der sogenannten 14-3-3-Proteine identifiziert und die
entsprechenden Antikorper erfolgreich in einem Immunoassay
zur Diagnose von CJD eingesetzt werden.!'?¢! Den Patienten
wird durch Punktieren des Riickenmarks Cerebrospinalfliissig-
keit entnommen und diese mit SDS-Gelelektrophorese und Im-
munoblot auf Anwesenheit der 14-3-3-Proteine getestet. Der
dazu bendtigte Antikorper ist kiduflich und der Test selbst in
jedem biochemischen Labor innerhalb weniger Stunden durch-
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fiihrbar. Dennoch gibt es einige Nachteile: Das Auftreten der
14-3-3-Proteine ist ein Epiphdnomen, d. h. neben CJD bewirken
auch andere Krankheiten, z. B. die Encephalopathie durch Her-
pes simplex, ein erhéhtes Vorkommen in der Cerebrospinalfliis-
sigkeit. Entsprechend betrug die Spezifitét bei der untersuchten
Gruppe von 71 Patienten nur 88%. Auch die Ergebnisse der
Anwendung des Tests beim Rind sind wenig aussagekriftig:
Bisher wurden nur wenige Tiere untersucht, die zudem nicht mit
BSE, sondern ausnahmslos mit TME infiziert waren. Hierbel
zeichnete sich eine bessere Spezifitit bei gleichzeitig schlechter
Sensitividt ab — nur sechs von neun erkrankten Rindern wurden
richtig diagnostiziert. Ferner scheint der Test nach bisherigen
Untersuchungen erst in einem relativ weit fortgeschrittenen Sta-
dium der Erkrankung, vermutlich nicht vor dem Auftreten der
ersten klinischen Symptome, zu greifen. Ein effektives Diagno-
sesystem sollte aber méglichst bald nach der Infektion anspre-
chen, damit z. B. das Auftreten einer Epidemie durch infizierte
Rinder unterbunden werden kann.

5. Transgene Modelle

In vielen Bereichen der Biochemie haben sich transgene Tier-
modelle zum Studium molekularbiologischer und pathophysio-
logischer Zusammenhdnge durchgesetzt. Auch bei Untersu-
chungen von Prion-Krankheiten haben transgene Mauslinien
zu entscheidenden Durchbriichen und Erkenntnissen verholfen.
Eines der ersten Tiermodelle fiir Prion-Krankheiten wurde 1990
von Prusiner et al. vorgestellt.['2”! Dabei wurde eine Mauslinie
erzeugt, deren Pra-p-Gen eine der humanen GSS-Punktmuta-
tion entsprechende Mutation (Pro 102 - Leu; vgl. Abb. 10) auf-
wies. Dieser verdnderte Genotyp bewirkte, da} die Maus spon-
tan die drei klassischen Kennzeichen der iibertragbaren
Encephalopathien — neurologische Fehlfunktionen, spongiose
Verdnderungen und astrozytische Gliose —im Gehirn entwickel-
te. Damit gelang es erstmals, eine genetisch bedingte Prion-
Krankheit in der Maus zu erzeugen. Diese induzierte Neurode-
generation ist von einer experimentellen murinen Scrapie kaum
zu unterscheiden; eine Abweichung zeigt sich allerdings bei den
Proben, die aus Gehirnen dieser kranken transgenen Mause
pripariert wurden: Sie sind — wenn {iberhaupt — nur schwach
infektids.!t28 AuBerdem tritt die spontane Neurodegeneration
in der transgenen Maus nur dann auf, wenn das mutierte Pro-
tein iberexprimiert wird, nicht aber bei normalem Expressions-
niveau. Moglicherweise sind die pathologischen Erscheinungen
auf die Uberexpression und nicht auf die Mutation zuriickzu-
fithren. Dennoch war die Entwicklung der transgenen ,,GSS-
Maus“ nicht nur eine wichtige Untermauerung der Protein-
only-Hypothese, sie erdffnete zugleich die bis heute unverzicht-
bare Moglichkeit, experimentelle Studien zu TSEs anderer Spe-
zies auf die Maus zu iibertragen. So lassen sich mit transgenen
Mauslinien beispielsweise Spezies-Barrieren untersuchen.

5.1. Untersuchungen zur Spezies-Barriere
Wenn eine Ubertragung spongiformer Encephalopathien von
einer Spezies auf eine andere tiberhaupt erfolgt, dann ist sie sehr

ineffizient und geht mit stark verlingerten Inkubationszeiten
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einher. Inokuliert man z. B. eine Maus mit einer infektiosen
Probe aus einem Hamster, so bleibt die Maus linger als 500
Tage am Leben, wihrend eine infektiése Maus-Priparation im
Mittel schon nach 140 Tagen tédlich wirkt (Abb. 12a,b). Ver-
sucht man umgekehrt, Hamster mit infektidsen Maus-Prépara-
tionen zu infizieren, {iberleben die Hamster mehr als 360 Tage,
dagegen betrigt die mittlere Uberlebenszeit bei der Verwendung
von Hamster-Prionen 75 Tage (Abb. 12¢,d). Mdause lassen sich
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Abb. 12. Spezies-Barriere und deren Uberwindung mit dem transgenen Tiermodell.
a) Miuse, die man mit Maus-Prionen inokuliert, sterben durchschnittlich nach 140
Tagen; b) die Inokulation mit Hamster-Prionen iiberstehen die meisten Mause
mehr als 500 Tage unbeschadet. Diese Spezies-Barriere kann man auch bei der
Verwendung von Hamstern als Versuchstieren beobachten: ¢) Mit Maus-Prionen
infizierte Hamster iiberleben im Mitte! linger als 360 Tage, wiahrend d) bei Verwen-
dung von Hamster-Prionen durchschnittlich schon nach 75 Tagen der Tod eintritt.
e) Die Spezies-Barriere 148t sich iiberwinden, wenn man eine transgene Maus, die
Hamster-PrP° exprimiert, mit Hamster-Prionen inokuliert. (Abbildung modifiziert
nach Lit.[150], basierend auf Daten aus Lit.[130, 131].)

demnach nur schlecht oder gar nicht mit Hamster-Prionen infi-
zieren und umgekehrt. Diese Spezies-Barriere scheint auf den
unterschiedlichen Primérstrukturen der Prion-Proteine der je-
weiligen Spezies!!?°! zu beruhen: Beispielsweise unterscheiden
sich die reifen Formen von Hamster- und Maus-PrP in zwolf
Aminosduren (Abb. 13). Im Sinne der Protein-only-Hypothese
bedeutet dies, daB Hamster-PrP® durch Maus-PrP% wesentlich
weniger effizient in PrP% umgewandelt wird als Maus-PrP° und
umgekehrt. Was passiert aber, wenn man eine transgene Maus,
die Hamster-PrP° exprimiert, mit Hamster-PrP5 inokuliert?
Tatsédchlich kommt es zur Infektion mit einer Inkubationsdauer
von nur 75 Tagen (siche Abb. 12¢€);1*3%- 131 die transgene Ham-
ster-PrP-Maus verhalt sich beziiglich der Scrapie-Suszeptibilitét
folglich wie ein Hamster selbst.

5.2. Der Cofaktor zur Prion-Vermehrung:
Chaperoning the Prion?

Die transgenen Méuse sind die zur Zeit wohl effektivste expe-
rimentelle Moglichkeit, um Spezies-Barrieren bei Prion-Krank-
heiten zu analysieren, und dabei insbesondere Ubertragungswe-
ge auf den Menschen. Die Inokulation von Madusen mit
CJD-Material fiihrt infolge der Spezies-Barriere nach mehr als
500 Tagen und nur bei 5-10% der Tiere zur Infektion!®!
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Abb. 13. Darstellung der Abweichungen in der Primirsequenz reifer PrP-Former
von ausgewihlten Spezies. Die Sdulenhche gibt jeweils die Zahl # der Abweichun-
gen (Mulationen) zwischen den betrachteten Spezies an. Je niedriger eine Siule ist
um so dhnlicher sind sich die PrP-Aminosduresequenzen. Ob die Zahl der Abwei-
chungen zwischen zwei Spezies mit der Hohe der Spezies-Barriere korreliert oder ot
nur bestimmte Mutationen die Spezies-Barriere beeinflussen, ist noch ungeklért
Die Sdulen sind der Ubersichtlichkeit halber in unterschiedlichen Grauténen wie:
dergegeben. (Abbildung basierend auf Daten aus Lit.[129].)

(Abb. 14 A). Unerwarteterweise verdndert sich die Scrapie-Sus-
zeptibilitit nicht, wenn man transgene Human-PrP-Miuse ver-
wendet (Abb. 14 B). Erst die Einfilthrung eines aus muriner und
humaner Sequenz konstruierten chiméiren PrP (Aminosiuren
96-167 vom Mensch, N- und C-Terminus von der Maus) macht
die transgene Maus fiir humanes CJD-Material empfinglich®!!
(Abb. 14 C). Prusiner et al. folgerten aus dieser Beobachtung,
daB noch weitere, artspezifische Faktoren an der Prion-Vermeh-
rung beteiligt sein miissen. Diese Annahme wurde durch folgen-
des Experiment gestiitzt: Transgene Human-PrP-Mduse kon-
nen durch Ausschalten von Maus-PrP gegentliber CID sensitiv
werden!®2! (Abb. 14D). Somit sind Miuse, die neben ihrem
Maus-PrP auch humanes PrP exprimieren, immer noch vor In-
fektionen mit humanem CJD-Material geschiitzt, wihrend
Miuse, die nur humanes PrP exprimieren, mit CJD-Proben infi-
ziert werden konnen. Prusiner leitete daraus die Existenz eines
Spezies-spezifischen Faktors ab, den er ,,Protein X nannte.
Dieser soll bevorzugt mit dem PrP der eigenen Spezies interagie-
ren und fiir die Konvertierung benétigt werden. In der transge-
nen Maus konkurriert Maus-PrP° mit humanem PrP° um die
Bindung an dieses Protein, das jedoch bevorzugt an murines
PrP¢ bindet, so daB es zu keiner Umwan<ﬂung von humanem
PrP° kommen kann. Erst wenn der Bindungspartner Maus-PrP°
ausgeschaltet ist, kann das Protein X an das weniger bevorzugte
humane PrP° binden und dieses, unterstiitzt durch humanes
PrP%¢, konvertieren.

Das bisher noch nicht identifizierte Protein X kénnte als mo-
lekulares Chaperon fungieren, das die Aktivierunsenergie fir
die Umfaltung von PrP erniedrigt und damit den Konvertie-
rungsprozeB beschleunigt. Molekulare Chaperone sind hoch-
konservierte EiweiBstoffe, die an der Faltung von Proteinen in
der Zelle beteiligt sind.!'3?! Uberraschend fand man ausgerech-
net in der Hefe einen Modellorganismus fiir Wechselwirkungen
von Chaperonen mit Prion-artigen Proteinen. Die Béckerhefe
Saccharomyces cerevisiae exprimiert zwar kein Prion-Protein,
dennoch gibt es zwei genetische Elemente, die sich ohne Beteili-
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Abb. 14. Inokulationsexperimente mit transgenen Miusen unter Verwendung von
humanen Prionen. In den die Gehirne reprisentierenden Ellipsen ist der Genotyp
der transgenen Maus symbolisiert: moPrP = Maus-PrP, huPrP = Mensch-PrP,
mo/huPrP = chimires PrP aus AS96-167 vom Menschen sowie N- und C-Termi-
nus von der Maus. A) Zwischen Mensch und Maus existiert eine hohe Spezies-Bar-
riere; die meisten Tiere iiberleben die Inokulation mit humanen Prionen mehr als
500 Tage. B) Die Einfithrung von humanem PrP fiihrt nicht zur Uberwindung der
Spezies-Barriere. C) Bei Verwendung eines chimiren Transgens ist eine Infektion
der Maus mit menschlichem Prion-Material méglich. D) Maiuse, die transgen fiir
humanes PrP sind und deren Maus-PrP iiber ,,Knock-out*-Techniken ausgeschaltet
wurde, lassen sich ebenfalls infizieren. (Abbildung basierend auf Daten aus
Lit.[81,82].)

gung von Nucleinsduren in ihr vermehren kénnen: [URE3] und
[PSI*].11331[PSI *] ist ein Prion-artiges Aggregat des zelluldren
Hefeproteins Sup 35. Es konnte gezeigt werden, daB sich [PSI™]
in der Hefe in Abhingigkeit von einem Chaperon (Hsp104)
repliziert.'*34] Bereits vorhandenes [PSI*] induziert auch die
Aggregation von neu synthetisiertem Sup 35.1*3%) Man versucht,
diese Ergebnisse auf die Prion-Vermehrung bei Sdugetieren zu
iibertragen. Tatsdchlich wurde mit Hilfe der ,,Two-Hybrid*-
Technik eine Interaktion von Hamster-PrP° mit einem moleku-
laren Chaperon (Hsp60) entdeckt.['*¢! Versuche mit Scrapie-
infizierten Neuroblastomzellen in Zellkultur deuten darauf hin,
daB ,.chemische Chaperone* (z. B. Dimethylsulfoxid oder Gly-
cetin) die Bildung von PrP% beeinflussen.!'*”) Der endgiiltige
Nachweis, daB eine direkte Interaktion von PrP mit molekula-
ren Chaperonen in die Pathogenese von TSEs in Sdugetieren
involviert ist, steht allerdings noch aus.

5.3. Prion-knock-out-Miuse

5.3.1. PrP* ist notwendig fiir eine Infektion mit Scrapie

Die Herstellung einer Mauslinie, in der das Prn-p-Gen ausge-
schaltet ist, war in zweierlei Hinsicht interessant. Zum einen
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versprach man sich Hinweise auf die normale biologische Funk-
tion von PrP¢: Ein spezifischer Defekt der PrP®/°-Maus konnte
Rickschliisse auf die Rolle des fehlenden Prion-Proteins zulas-
sen. Zum anderen hitte man die Mdglichkeit, die Protein-only-
Hypothese zu tiberpriifen. Denn eine wichtige Konsequenz die-
ser Hypothese ist, dal} beim Fehlen des wirtseigenen PrP° keine
Vermehrung von PrP% méglich sein kann und die PrP%°-Maus
damit resistent gegeniiber einer Infektion mit PrP5 sein miiBte.
Tatsdchlich ist die in der Arbeitsgruppe von Weissmann herge-
stellte Prn-p®°-Mauslinie gegeniiber einer Scrapie-Infektion
nicht suszeptibel, wihrend Wildtyp-Miuse unter gleichen Be-
dingungen durchschnittlich 140 Tage nach der Inokulation er-
kranken und sterben.[33] Bei heterozygoten Prn-p® *-MAusen ist
die Inkubationszeit auf ca. 290 Tage verldngert, diese Tiere sind
also gegen Scrapie-Infektionen partiell geschiitzt. Die Inkuba-
tionszeit korreliert demnach mit der Menge an PrP¢, die im Ge-
hirn der Maus exprimiert wird. Ein wichtiges Kontrollexperiment
bestétigte diese Ergebnisse: Die Rekonstitution des Pri-p-Gens in
Prn-p®°-Miusen fithrte zur Wiederherstellung der Suszeptibilitét
fur Scrapie. Durch Einfithren mehrerer Kopien des Prn-p-Gens
gelangte man sogar zu einer Mauslinie, die PrP° Giberexprimierte
und erwartungsgemédB noch anfalliger fir eine Scrapie-Infek-
tion war. Bei diesen Méusen war die Inkubationszeit gegeniiber
der der Wildtyp-Maus stark verkiirzt (60 Tage).l**!

In einer Zusammenarbeit von Aguzzi und Weissmann wurde
das Prion-Protein nach einer weiteren Methode wieder in
Knock-out-Miuse eingefithrt.[!38) Dabei wurde Hirngewebe
von PrP®-iiberexprimierenden Maéusen in Prion-knock-out-
Miuse transplantiert. Bei Infektionsstudien mit den so erhalte-
nen Miusen lieBen sich nach intracerebraler Inokulation mit
Scrapie-Proben in den Transplantaten hohe PrP*-Mengen und
Infektiositat sowie weitere fiir TSEs charakteristische patholo-
gische Verdnderungen nachweisen. Dariiber hinaus konnte ge-
zeigt werden, daBB meBbare PrP%-Mengen vom Transplantat in
das Gehirn des Wirtes gelangt waren. Dennoch konnten keine
pathologischen Verdnderungen des PrP-defizienten Gewebes
beobachtet werden — auch nicht in unmittelbarer Umgebung des
Transplantats. Die Autoren folgern daraus, daB exogenes PrP5
nicht zu einer Schiadigung des Hirngewebes fiihrt. Dagegen
wirkt das PrP-Fragment AS106—126 auf in vitro kultivierte
Neuronen toxisch.[*3%) Im Labor von Hans Kretzschmar wurde
dieser neurotoxische Effekt eingehend untersucht.[!4% So wurde
gezeigt, daB Nervenzellen von Prion-null-Mausen in Gegenwart
von PrP 106126 nicht absterben. Dies ist ein weiterer Beleg
dafiir, daB3 das Vorhandensein von PrPe fiir die Pathogenese von
Prion-Krankheiten wichtig ist.

5.3.2. Biologische Funktion von PrP°¢

Die Herstellung von Knock-out-Mauszellinien hat sich als
sehr wirkungsvolles Mittel erwiesen, um die unbekannte biolo-
gische Funktion eines Proteins aufzukldren.*#!? Leider ist die
Bezichung zwischen Ursache (ausgeschaltetes Gen) und Wir-
kung (Phdnotyp) oft nicht eindeutig. Genau dieser Fall scheint
momentan in der Prion-Forschung vorzuliegen. Die von der
Weissmann-Gruppe vorgestellte PrP-knock-out-Maus entwik-
kelt sich bis zu einem Alter von zwei Jahren vollkommen normal
und zeigt keine Verhaltensauffilligkeiten oder neurologischen
Fehlfunktionen.[33- 142 Bei elektrophysiologischen Untersu-
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chungen entdeckten Collinge und Mitarbeiter jedoch neuronale
Defekte der synaptischen GABA ,-Rezeptor-Inhibierung!*®!
(GABA = y-Aminobuttersdure ist ein Neurotransmitter). Diese
Beobachtung kénnte zwar die pathologischen Effekte durch den
Verlust von funktionellem PrP¢ erkldren, konnte aber von einer
anderen Forschergruppe nicht befriedigend reproduziert wer-
den.!'#3 Der Grund fiir derartige Abweichungen in der Beob-
achtung eines Phdnotyps kdnnte der unterschiedliche genetische
Hintergrund der verwendeten Mausstimme sein. Auf das Ab-
schalten eines bestimmten Proteins kénnen Spezies ndmlich mit
verstiarkter Expression anderer Proteine reagieren, wodurch der
Knock-out unter Umstdnden wieder kompensiert wird. Fr der-
artige Kompensationseffekte spielt der genetische Hintergrund
des Organismus eine entscheidende Rolle. Verschiedene Maus-
sublinien kénnen daher auf das Abschalten der PrP-Expression
unterschiedlich reagiéren,!!“# wodurch die beobachteten Dis-
krepanzen erkldrt wiren.

Dariiber hinaus kann noch ein weiterer Effekt zum Tragen
kommen. Es gibt inzwischen drei Forschergruppen, die von un-
terschiedlichen Phianotypen bei PrP-knock-out-Mausen berich-
ten. Jede dieser Knock-out-Linien wurde mit einem anderen
molekularbiologischen ,, Targeting*“-Verfahren hergestellt. Da-
durch ergaben sich feine Unterschiede im Genom der Knock-
out-Mduse im Bereich des ausgeschalteten Gens, die ebenfalls
die beobachteten Abweichungen bei den Phinotypen erkldren
konnten. So wurde dem Mausstamm aus dem Weissmann-La-
bor aus methodischen Griinden ein Teil des PrP-codierenden
Gens belassen. Eine japanische Gruppe hingegen inaktivierte
das gesamte Prn-p-Gen und berichtete von massiven Verhaltens-
und neuropathologischen Stérungen bei dieser Mauslinie:?7!
Diese Miuse sind im Gegensatz zum Wildtyp unfihig, einer
geraden Linie zu folgen. Die Ursache dafiir scheint der Verlust
von Purkinje-Zellen im Kleinhirn zu sein. Diese Zellen exprimie-
ren grof3e Mengen PrP und nutzen GABA als Neurotransmitter
— eine mogliche Verbindung zu den Resultaten der Collinge-
Gruppe. Tobler und Mitarbeiter beobachteten vor kurzem einen
verinderten circadianen Rhythmus und Schlafstérungen bei
PrP-defizienten Miusen.!?® Dieser Phanotyp ist insofern inter-
essant, als er den Symptomen der menschlichen FFI gleicht (vgl.
Abschnitt 4.3). Auch hier besteht ein méglicher Zusammen-
hang mit GABA, da deren Rezeptoren vermutlich an der Regu-
lation des circadianen Rhythmus beteiligt sind.[*4* Um die Spe-
zifitdt zu bestdtigen, miiBten die beobachteten Effekte durch
Expression von PrP¢ aufgehoben werden. Ferner miif3ten isoge-
ne Miuse, d.h. solche mit gleichem genetischem Hintergrund,
zur Herstellung der Knock-out-Linien herangezogen werden.
Es bleibt daher abzuwarten, ob fiir den einen oder anderen
vielversprechenden Ansatz eine klare Ursache-Wirkungs-Bezie-
hung erstellt werden kann. Da physiologische Wirkungen in den
meisten Fillen tiber Protein-Protein-Wechselwirkungen vermit-
telt werden, konnte sich das Studium der Interaktion von PrP
mit anderen zelluldren Proteinen als sehr hilfreich erweisen.

6. Offene Fragen
Nach bisherigen Erkenntnissen handelt es sich bei dem Erre-
ger der iibertragbaren spongiformen Encephalopathien (TSEs)

um ein Protein, das fiir seine Infektiositidt und Vermehrung kei-
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ne Nucleinsdure benétigt. Der Beweis der Protein-only-Hypo-
these durch die De-novo-Generierung von Infektiositdt in vitro
nach der Inkubation von PrP° mit PrP% steht noch aus. Die
Umwandlung von wirteigenem PrP* in pathogenes PrP5° scheint
der zentrale Prozel3 der Erkrankung an TSEs zu sein. An diesem
Vorgang sind méglicherweise weitere, bisher nicht identifizierte
Cofaktoren beteiligt, etwa ein ,,Prion-Rezeptor* oder andere
Proteine oder Molekiile, mit denen das Prion-Protein in Wech-
selwirkung tritt. Es ist deshalb wichtig, potentielle Prion-Pro-
tein-Interaktoren zu identifizieren und ihre mdogliche Beteili-
gung an der Umwandlung von zellulirem PrP in die Scrapie-
Isoform zu untersuchen.

Die beiden Isoformen des Prion-Proteins unterscheiden sich
CD- und IR-spektroskopisch lediglich in ihrer Konformation.
Ob sich verschiedene Prion-Stdmme innerhalb einer Spezies in
der dreidimensionalen Struktur unterscheiden, ist unklar, muf3
nach dem gegenwartigen Kenntnissstand aber postuliert wer-
den, wenn man bestimmte stammspezifische Charakteristika
der Prion-Vermehrung erklaren will. Studien zur Struktur ste-
hen also im Mittelpunkt der Untersuchungen zum Mechanis-
mus der Prion-Replikation. Die durch NMR-Spektroskopie
aufgeklarte Struktur eines Maus-PrP°-Fragments zeigt die er-
warteten ausgedehnten a-helicalen Bereiche neben zwei kleinen
antiparallelen S-Faltbldttern, die als Keim fiir die Bildung der
B-Faltblattstrukturen von PrP5¢ dienen kénnten. Ob die Struk-
tur des N-terminal verkiirzten Fragments jedoch alle fiir die
Prion-Replikation wichtigen Bereiche enthélt, muf3 noch gezeigt
werden. Auch Strukturuntersuchungen zu PrP5¢, die wegen des-
sen Schwerloslichkeit problematisch sind, stehen noch aus.

Die zellfreie In-vitro-Konvertierung von Proteinase-K-sensi-
tivem PrP° in Proteinase-K-resistentes Proteinmaterial ist — vor
allem im Hinblick auf die derzeit gingigen Modelle zur Prion-
Vermehrung — ein wichtiger Schritt in der Prion-Forschung. Die
Konvertierung erfolgt zwar stammspezifisch, allerdings ver-
gleichsweise ineffektiv und gelingt bislang nur mit einem Uber-
schuB8 an PrP5¢. Ob das in vitro umgewandelte Material nicht
nur Proteinase-K-resistent, sondern auch infektiés ist, wurde bis
heute nicht geklirt. Die Antwort auf diese Frage ist aber fiir die
Uberpriifung der gegenwirtigen Hypothesen zur Prion-Ver-
mehrung duBerst relevant.

PrP-knock-out-Mause sind fiir TSEs nicht suszeptibel und
haben sonst keinen auffilligen Phinotyp. Das Prion-Protein
selbst scheint also fiir den Organismus nicht von Nutzen zu sein,
allerdings sind die Beobachtungen an drei unterschiedlichen
PrP-knock-out-Zellinien widerspriichlich. Méglicherweise ist
PrP° an synaptischen Prozessen beteiligt. Der Nachweis von
PrP-Protein-Wechselwirkungen kénnte hierbei funktionelle Zu-
sammenhinge erkennen lassen. Die Ubertragung von TSEs
wird durch Spezies-Barrieren erschwert, die sich z. B. in verlidn-
gerten Inkubationszeiten manifestieren. Die Ursache hierfiir
wird in den leicht differierenden Aminosduresequenzen und
daraus resultierenden Strukturunterschieden der Prion-Proteine
einzelner Spezies gesehen. Die zentrale Frage, ob BSE vom Rind
auf den Menschen iibertragen werden kann, entzieht sich der
direkten Untersuchung. Allerdings lassen sich Makaken-Affen
mit infektiosem BSE-Material unter Bildung zuvor nicht beob-
achteter histologischer Charakteristika infizieren. Diese neuar-
tigen pathologischen Verdnderungen scheinen mit denen iden-
tisch zu sein, die mit einer erst in jiingster Zeit hauptsichlich in
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GroBbritannien aufgetretenen neuen Variante der Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit (vCID) beim Menschen einhergehen. Ein kau-
saler Zusammenhang zwischen der BSE-Epidemie und dieser
neuen Form von TSE beim Menschen ist daher wahrscheinlich.

7. Schlulbemerkungen

“It struck me recently that one should really consider the se-
quence of a protein molecule, about to fold into a precise geometric
form, as a line of melody written in canon form and so designed by
Nature to fold back upon itself, creating harmonic chords of inter-
action consistent with biological function. One might carry the
analogy further by suggesting that the kinds of chords formed in
a protein with scrambled disulfide bridges [ ...] are dissonant, but
that, by giving an opportunity for rearrangement [...] they mod-
ulate to give the pleasing harmonics of the native molecule.
Whether or not some conclusion can be drawn about the greater
thermodynamic stability of Mozart’s over Schonberg’s music is
something I will leave to the philosophers of the audience.”

C. B. Anfinsen in New Perspectives in Biology (Hrsg.: M. Sela),
Elsevier, New York, 1964, S. 42-50.

In Anfinsens visiondre Welt des harmonischen Einklangs von
Sequenz und Struktur der Proteine sind nicht erst durch die
Erkenntnisse der Prion-Forschung dissonante Zwischentone
eingedrungen. So zeigen Experimente, die mit dem denaturier-
ten Enzym ,,Rubisco* (Ribulose bisphosphate carboxylase
oxygenase) durchgefiihrt wurden, daB eine spontane Renaturie-
rung in die korrekte Struktur bei Verdiinnung mit dem Renatu-
rierungspuffer nicht ohne weiteres moglich ist. Die richtige
Riickfaltung kann nur in Gegenwart des Chaperonins GroEL
erreicht werden.!!*6! Citrat-Synthetase aus Schweineherz-Mito-
chondrien wiederum neigt zur Selbstaggregation, wenn das
Enzym in Guanidiniumhydrochlorid-Lésung denaturiert und
dann wieder verdiinnt wird.['4”! Diese und weitere Beispiele
zeigen, daB nicht alle Proteine spontan in die thermodynamisch
stabilste Konformation falten, etwa weil sie im Verlauf ihrer
Faltung in eine kinetische Falle geraten. Solche Proteine falten
also durchaus im Anfinsenschen Sinne, aber nur innerhalb eines
schiltzenden Behilters.[148]

Beim Prion-Protein scheint die Situation anders zu sein —
vorausgesetzt die Protein-only-Hypothese stimmt. Das Protein
existiert in mindestens zwei, wenn nicht sogar mehreren meta-
stabilen Strukturzustinden('4°! und ist damit der Prototyp eines
strukturlabilen Proteins. Vergleichsweise geringfiigige Ausléser,
etwa eine einzelne Mutation im Pra-p-Gen, oder der Kontakt
mit geringsten Mengen der falsch gefalteten Isoform fithren zur
Manifestation dieser Labilitdt in der Umfaltung der normalen
Isoform. Der Wechsel von der einen Struktur in die andere ist
mit drastischen Konsequenzen fiir den Organismus verbunden.

Der Zuwachs an Wissen iiber Prionen und ihre Eigenschaften
ist rasant — dieser Aufsatz beschreibt die wichtigsten Fortschrit-
te, die bis April 1997 erzielt worden sind {ein ,,Redaktions-
schluf3*, den wir uns selbst auferlegen mufiten — bei der atembe-
raubenden Entwicklung des Forschungsgebiets kénnten wir
wahrscheinlich noch jetzt daran schreiben). Trotzdem ist man
vom Verstdndnis der Funktion und der Eigenschaften dieses
einerseits bedngstigenden, andererseits faszinierenden Proteins
noch weit entfernt.
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Anhang 1. Glossar der wichtigsten Abkiirzungen und medizinischen Ausdriicke.

Amyloid pathologische Ablagerung von Proteinen
AS Aminoséure(n)

BSE bovine spongiforme Encephalopathie
CD Circulardichroismus

Cerebrospinalfliissigkeit ~ auch Liquor; vom Gehirn abgesonderte, unter ande-

rem im Rickenmark vorkommende lymphdhnliche

Fliissigkeit

Chaperone Proteine, die an der Faltung von zelluldren Proteinen
beteiligt sind

CID Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

EEG Elektroencephalogramm

FFI fatale familidre Insomnie

GABA y-Aminobuttersdure

Gliazellen Bindegewebszellen des zentralen Nervensystems

Gliose pathologische Vermehrung von Gliazellen

GPL Glycosylphosphatidylinosit

GSS Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom

intracerebrale Inokulation Injektion von Proben in das Kleinhirn von Versuchs-
tieren

Octapeptidsequenz fiir PrP charakteristisches, wiederkehrendes Motiv aus

acht Glycin/Prolin-reichen AS

Abweichungen im Genotyp mit einer nicht allein auf
die Mutationsraten zuriickzufithrenden Haufigkeit

Polymorphismus

Prion Kurzform fiir proteinaceous infectious particle
PrP Prion-Protein
PrP27-30 Fraktion von N-terminal verkiirzten Prion-Proteinen,

die bei der Elektrophorese eine Mobilitit von 27—
30 kD aufweisen

Prp° zelluldre Isoform von PP
PrPS¢, Prpres
Purkinje-Zellen

pathogene Isoformen von PrP
groBe Nervenzellen in der Kleinhirnrinde
Spongiosis schwammartige Verinderung des Gewebes

TSE transmissible spongiform encephalopathy
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Annalen/ Recueil angewendet.

Hinterlegen von Daten aus Rontgenstrukturanalysen

Um Autoren und Gutachtern das Leben zu erleichtern, haben das Cambridge Crystallographic
Data Centre (CCDC) und das Fachinformationszentrum Karlsruhe (FIZ) ihre Vorgehenswei-
sen fur das Hinterlegen von Daten zu Einkristall-Rontgenstrukturanalysen vereinheitlicht.

Bitte hinterlegen Sie deshalb Thre Daten vor dem Einreichen Ihres Beitrags elektronisch bei der
jeweils richtigen Datenbank, d. h. beim CCDC fiir organische und metallorganische Verbindun-
gen und beim FIZ fiir anorganische Verbindungen. Beide Datenbanken geben Ihnen hier gerne
Hilfestellung (siehe unsere Hinweise fiir Autoren im ersten Heft dieses Jahres). In der Regel wird
Thnen von dort innerhalb von zwei Arbeitstagen eine Hinterlegungsnummer mitgeteilt, die Sie
bitte mit dem jeweiligen Standardtext (siche Hinweise fiir Autoren) in Ihr Manuskript aufneh-
men. Dies ermoglicht es Gutachtern, sich schnell und einfach die Strukturdaten zu besorgen,
wenn sie ithnen fiir die Urteilsfindung wichtig scheinen.

Dieses Verfahren wird einheitlich von den Redaktionen der Zeitschriften Advanced Materials,
Angewandte Chemie, Chemische Berichte/ Recueil, Chemistry—A European Journal und Liebigs

Angew. Chem. 1997, 109, 17481769
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